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 Nowadays the number of patients suffering of obesity and diabetes 
type II is increasing far beyond the predictions of the WHO. It has been long 
demonstrated that ageing associates with insulin resistance in humans and 
rodents, and the WHO considers ageing as one of the risk factors associated 
with the type II diabetes and obesity epidemics. The Wistar rat has emerged 
as an appropriate experimental model to study the development of insulin 
resistance in the absence of marked changes in glucose homeostasis so that 
alterations in insulin action of primary character can be established. 
During the last two decades, our research group has studied the development 
of insulin resistance in the Wistar rat and established that insulin resistance 
develops first on the adipose tissue and the hypothalamus in association with 
a large increase in visceral adiposity. At advanced age rats develop overall 
insulin resistance together with central leptin resistance and hyperleptinemia. 
Following previous studies in isolated adipocytes that showed that both, 
central and peripheral leptin action inhibit insulin signaling and insulin action 
on fat tissue, in this work we have further explored whether leptin could 
also contribute to the development and maintenance of insulin resistance in 
skeletal muscle during aging. In order to do that we analyzed in vivo early 
insulin signaling, as well as ex vivo insulin stimulation of glucose transport, in 
oxidative and glycolytic skeletal muscles from 3-, 8-, and 24-month old rats. 
In addition, similar studies were performed in muscles from 8- and 24-month 
old animals after three months of moderate caloric restriction, in order to 
separate the effects of ageing from those of increased adiposity. 
Our data in this work indicate that ageing associates with a decreased insulin 
signaling in oxidative and glycolytic muscles. Oxidative muscles show lower 
insulin signaling at early aging (8-month old animals) whereas glycolytic 
fibres develop insulin resistance at a later stage. As previously shown, 
caloric restriction improves insulin sensitivity in skeletal muscle and is more 
efficacious in younger that in older animals. Our work also shows that leptin 
stimulates directly skeletal muscle and that this action decreases along ageing. 
Interestingly, both in vivo leptin infusion and ex vivo leptin pretreatment of 
muscles strips results in a decreased capacity of insulin to stimulate insuling 
signaling and glucose uptake in muscle. Part of the leptin effect on insulin 
stimulation of glucose transporte seems to be due to its ability to inhibit 
p38 phosphorylation. Nevertheless, further studies are needed to elucidate 
how leptin blocks insulin receptor phosphorylation in response to insulin. We 
propose that leptin elicits two different effects on insulin action, one due 
to its signaling through the hypothalamus and the central nervous system, 
which results in the sensitization of muscle to insulin action, and the other 
one mediated by its direct interaction with muscle leptin receptors that blocks 
insulin signaling and insulin action. We postulate that this direct action of 
high doses of leptin plays likely an important role in the development and/or 
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ACC: Acil coenzima A carboxilasa
AG: Ácido graso
AgRP: Peptido relacionado Agouti
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GLUT-4: Transportador de glucosa 4
Grb2: Proteína unida al receptor de factor de crecimiento 2
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IRS: sustrato del receptor de insulina
IKK: Kinasa de IkB




IR: Receptor de inuslina
IRβ: Subunidad β del receptor de insulina
iv: Intravenososa
Jak2: Kinasa activada por Janus
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MAPK: Kinasa activada por mitogenos
MEK: Kinasa de proteinas kinasa activada por mitogenos
mRNA: ARN mensajero
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PEPCK: Fosfoenolpiruvato kinasa
PH: Dominio proteica de unión a a fosfolípidos.




PTB: Dominio o de unión a fosfotirosinas
PTEN: Fosfatasa homologa a tensina
PTP1B: proteina fosfatasa de tirosinas 1B
PVN: Núcleo paraventricular
Raf: Proteina protooncogen c-RAF 
Ras: Proteina del Sarcoma de Rata
RC: Restricción calórica
ROS: Especies reactivas de oxigeno
rRNA: ARN ribosómico
SCN: Núcleo supraquiasmático
S.E.M.: Error estandar de la media
SH2: Dominio proteico de unión a fosfotirosinas
SH3: Dominio de homologia a Src 3
Shc: Dominio de homología a Src.
SHIP-2: Fosfatasa de fosfolipidos
SHP-2: Proteinas fosfatasa de fosfotirosinas
SOCS-3: supresor de señalización de citokinas
SNC: Sistema nervioso central
Stat: Transductor de la señal y activador de la transcripción
TAG: Triacilgliceroles
TCA: Ciclo acidos tricarboxilicos
TLR 2/4: Receptor Toll-like
TSC2: Proteinas tuberosa esclerotica 2
UCP-3: proteina desacoplante 3
VMH: Núcleo ventromedial del hipotalamo












La diabetes tipo II es actualmente una pandemia que ha convertido a 
esta enfermedad metabólica en la enfermedad no transmisible mas frecuente. 
Se calcula que en el año 2000 había en el mundo 171 millones de personas 
mayores de 20 años que padecían diabetes. Las previsiones para el año 
2030 cifran en 336 millones de personas diabéticas. De este espectacular 
incremento, la mayoría se producirá entre la población mayor de 65 años 
(Wild, S et al., 2004). Debido a su carácter crónico, este incremento de la 
población diabética provocara un importante aumento de los costes de su 
tratamiento y en la calidad de vida de los pacientes. El desarrollo de esta 
enfermedad esta íntimamente relacionado con la obesidad y el desarrollo 
de la resistencia a insulina, los cuales a su vez están asociados con el 
envejecimiento (Kahn, BB et al., 2000). El desarrollo de la obesidad implica 
importantes cambios corporales debido al excesivo acúmulo de lípidos en el 
tejido adiposo, especialmente en el tejido adiposo visceral (García-San Frutos, 
M et al., 2007; Huffman, DM et al., 2009). Este incremento de adiposidad 
asociado al envejecimiento es una característica presente tanto en humanos 
como en roedores. El tejido adiposo es considerado actualmente como un 
tejido endocrino debido a su capacidad de secretar factores circulantes que 
modulan el metabolismo de otros tejidos (Dyck, DJ, 2009; Galic, S et al., 
2009). Los factores peptídicos secretados por el tejido adiposo se denominan 
adipokinas, tales como leptina, adiponectina y resistina. El incremento de 
adiposidad con la edad está asociado a la sobreproducción de algunos de 
estos factores. Las adipokinas, especialmente la leptina, se han revelado como 
factores muy importantes en la regulación del gasto energético y la ingesta 
de alimento actuando en el cerebro además de en el resto de los tejidos 
periféricos (Jéquier, E, 2002; Dyck, DJ, 2009). De estos tejidos periféricos 
destaca el músculo esquelético. Este tejido sensible a insulina es clave en el 
mantenimiento de la homeostasis de la glucosa (Galgani, JE et al., 2008). En 
este trabajo hemos estudiado cómo el envejecimiento afecta a la acción de 
insulina en el músculo esquelético y la posible implicación de la leptina en 
este proceso.
1. FUNCIONES FISIOLÓGICAS DE LA INSULINA
 La insulina es un hormona peptídica de 51 aminoácidos secretada por 
las células β situadas en los islotes de Langerhans del páncreas. El aumento 
de los niveles de glucosa tras la ingesta de alimento provoca su liberación al 
torrente sanguíneo. En el organismo adulto la principal función de la insulina es 
el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. Para ello actúa modificando 
el metabolismo celular de los diferentes tejidos diana promoviendo la captura 
y el almacenamiento del exceso de glucosa de la sangre (Saltiel, AR et al., 
2002). Se ha clasificado la forma de actuación de la insulina en función de 
los órganos implicados. La acción periférica afecta principalmente al tejido 
adiposo junto con músculo e hígado, mientras que la acción central hace 
referencia a su acción en el cerebro, fundamentalmente en el hipotálamo 




a. Efectos periféricos de la insulina.
La insulina estimula en el músculo esquelético el transporte de glucosa desde 
el torrente sanguíneo, a través del transportador inducible GLUT-4 (Guma, A 
et al., 1995; Michelle Furtado, L et al., 2003). A su vez provoca un cambio en el 
metabolismo celular que favorece el uso de la glucosa como principal sustrato 
metabólico mediane la glucólisis y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) en 
la mitocondria (Randle, PJ et al., 1994).Además, promueve el almacenamiento 
del exceso de glucosa en forma de glucógeno que se empleará en situaciones 
de alta demanda de glucosa o en situaciones de ayuno prolongado (Galgani, 
JE et al., 2008). En el tejido adiposo, la insulina favorece la captura de 
glucosa mediante la externalización del transportador GLUT-4. La glucosa 
es metabolizada para formar glicerofosfatos que serán utilizados como base 
para la síntesis de triacilgliceroles (TAG), que se acumulan en gotas lipídicas 
(Mora, S et al., 2002). De esta forma se almacena el exceso de glucosa para 
futuros usos en momentos de ayuno y/o necesidad. Otra función importante 
de la insulina en el tejido adiposo es la inhibición de la lipólisis, mediante la 
inhibición de la actividad de la enzima HSL (Nishino, N et al., 2007). Junto con 
ello, la insulina tiene acciones lipogénicas, estimulando la síntesis de ácidos 
grasos (AG) por aumento de la actividad de la ACC (Moustaïd, N et al., 1996). 
En el hígado, la insulina inhibe rápidamente la gluconeogénesis, mediante 
la  inhibición de la expresión de las enzimas limitantes PEPCK y G6Pasa, y 
la glucógenolisis, por inhibición de la glucógeno fosforilasa (Yabaluri, N et 
al.). De esta forma bloquea la secreción de glucosa a la sangre. A su vez la 

























































b. Efectos centrales de la insulina.
La insulina ejerce efectos en el sistema nervioso central (SNC) tras atravesar 
la barrera hematoencefálica. Aunque el receptor de insulina (IR) se expresa 
en diferentes zonas del cerebro, su principal sitio de acción es el hipotálamo 
(Marks, JL et al., 1990) y mas específicamente el núcleo arcuato en donde 
actúa sobre poblaciones de neuronas que modulan efectos anorexigénicos 
y orexigénicos (Niswender, KD et al., 2003). Dentro del primer grupo se 
encuentran las neuronas productoras del neuropéptido Y (NPY) y de AgRP, 
las cuales son inhibidas por la insulina. En el otro grupo se encuentran las 
neuronas denominadas POMC y CART, las cuales son estimuladas por la insulina 
dando lugar a la secreción de CART y melanocortina. Estos neuropéptidos, 
junto con la propia insulina, pueden actuar sobre zonas próximas tales 
como el núcleo paraventricular (PVN), el núcleo dorsomedial (DMH), el área 
hipotalámica lateral (LHA) y el núcleo ventromedial (VMH). Desde estas áreas 
la señal se transmite mediante neuronas de segundo orden hasta regiones 
tales como el núcleo del tracto solitario (NTS) y el núcleo supraquiasmático 
(SCN) (Hillebrand, JJG et al., 2002). En conjunto, la insulina produce una 
señal anorexigénica, que limita la ingesta de alimento. La acción central de 
la insulina refuerza la inhibición de la lipólisis en el tejido adiposo y favorece 
la lipogénesis (Scherer, T et al., 2011). De la misma forma, la acción central 
de la insulina controla la producción hepática de glucosa (Buettner, C et al., 
2005).
c. Mecanismos moleculares de la acción de insulina.
La vía de señalización de la insulina es una vía muy conservada en diferentes 
tipos de organismos, tales como levaduras, artrópodos y mamíferos (Rincon, 
M et al., 2004). La acción de la insulina comienza mediante su unión a su 
receptor especifico situado en la superficie celular (Kido, Y et al., 2001). 
Dicha unión desencadena una serie de cambios en el interior celular mediante 
patrones específicos espaciales y temporales que dan lugar a respuestas 
concretas, específicas del tipo celular y de la situación fisiológica del organismo 
(Cohen, P, 2006; Taniguchi, CM et al., 2006) (Saltiel, AR and Pessin, JE, 
2002). Además, se conocen otros efectos que no son integrables en estas 
vías y cuyos mecanismos están sólo parcialmente descritos. Las principales 
vías de señalización celular de la insulina estan recogidas en el esquema 2.
 i. Vía metabólica de la señalización de la insulina.
El IR pertenece a la familia de los receptores tirosina kinasa y esta formado 
por dos subunidades, α y β, unidas entre sí mediante un puente disulfuro 
(Schlessinger, J, 2000; Kido, Y et al., 2001). La subunidad α es totalmente 
extracelular, mientras que la subunidad β tiene un pequeño dominio 
extracelular, una región transmembrana y una dominio intracelular que posee 
actividad tirosina kinasa. El IR se expresa en la membrana de las células 
como un dímero (αβ)2. La actividad tirosina kinasa solo es funcional tras la 
unión de una molécula de insulina a la subunidad α, que provoca cambios 
conformacionales que permiten la autofosforilación cruzada de los residuos 
de tirosina de las subunidades β. La fosforilación en tirosina mantiene la 
funcionalidad de la actividad kinasa y a su vez crea sitios específicos de unión 
para otras proteínas. De esta forma se crea un punto de ramificación y la 
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transducción de la señales puede ocurrir a través de diferentes vías. Se ha 
caracterizado la expresión de dos isoformas diferentes del IR generadas por 
splicing alternativo. Las isoformas IR-A e IR-B se diferencian en la presencia 
en IR-B de 12 aminoácidos en la región carboxilo terminal de la subunidad β, 
correspondientes al exón 11, que están ausentes en la forma IR-A (Seino, S 
et al., 1989; Serrano, R et al., 2009) Se ha propuesto por varios autores que 
estas características del IR permitirian una mejor regulación espacio temporal 
de la acción de insulina (Whitehead, JP et al., 2000; Saltiel, AR and Pessin, 
JE, 2002).
Las proteínas principales que se asocian con IRβ se denominan IRS. Esta 
familia de proteínas se caracteriza por tener un dominio PH, de unión a 
fosfolípidos de la membrana plasmática, seguido de un dominio PTB, que 
permite su unión a residuos fosforilados de tirosina. De esta forma reconoce y 
se une específicamente a los residuos fosforilados de tirosina de IRβ. Una vez 
unida, la proteína IRS puede ser fosforilada en sus residuos de tirosina por la 
propia IRβ. La fosforilación en determinados residuos de tirosina sirve como 
lugar de unión de otras proteínas con dominios SH2 (Ogawa, W et al., 1998; 
Thirone, ACP et al., 2006). Junto con la fosforilación en tirosina se ha descrito 
la posibilidad de que algunos residuos de serina de IRS sean fosforilados por 
serina/treonina kinasas tales como JNK, PKC noveles o el complejo IKK (Gao, Z 
et al., 2002). Está ampliamente aceptado que la fosforilación en determinados 
residuos de serina de las IRS bloquea la continuidad de la señal de insulina 
(Whitehead, JP et al., 2000; García-San Frutos, M et al., 2007). Esto sugiere 
que las funciones de IRS pueden ser moduladas en función de la fosforilación 
de determinados residuos (Sun, XJ et al., 2009). Se han caracterizado hasta 
6 isoformas de IRS. De ellas las más estudiadas son IRS-1 e IRS-2. La función 
de las isoformas IRS-3 e IRS-4 es menos conocida, pero se sabe que IRS-3 se 
expresa principalmente en adipocitos (Villar, M et al., 2006). Recientemente 
se han descrito dos nuevas isoformas IRS-5 e IRS-6, que presentan menos 
homología con el resto de la familia y cuyas funciones son aun desconocidas 
(Cai, D et al., 2003). Las isoformas IRS-1 y -2 intervienen de forma fundamental 
en procesos metabólicos, como se ha demostrado mediante su eliminación en 
modelos de ratones knockout (Kadowaki, T, 2000; Thirone, ACP et al., 2006). 
Múltiples estudios coinciden en sugerir que IRS-1 e IRS-2 tienen diferentes 
funciones, específicas de tejido (Valverde, AM et al., 1998). IRS-1 ha sido 
propuesta como la principal encargada de transmitir la señal de insulina que 
regula las respuestas metabólicas de la célula (Thirone, ACP et al., 2006; 
Haeusler, RA et al., 2008). 
La fosforilación de IRS-1 en los residuos Tyr608 y Tyr939 genera dos sitios 
específicos que son reconocidos por los dominios SH2 de la subunidad p85 
de PI3K. La PI3K es una proteína compuesta por una subunidad reguladora 
(p85) y una catalítica (p110) que fosforila al compuesto fosfatidilinositol-
(4,5)-fosfato (PIP2) de la cara interna de la membrana plasmática y genera 
fosfatidilinositol-(3,4,5)-fosfato (PIP3) (Shepherd, PR, et al., J 1998). El 
PIP3 es reconocido por proteínas con dominio PH a las que atrae hasta la 
membrana plasmática. La proteína PDK1 reconoce a PIP3 y es reclutada a las 
inmediaciones del IR en la membrana plasmática. Otra proteína con dominio 








Esta proteína es una serina/treonina kinasa implicada en múltiples procesos 
moleculares y un punto clave en la señalización de insulina (Manning, 
BD et al., 2007). Akt resulta fosforilada primero en su residuo Thr308 por 
PDK1 y posteriormente en su residuo Ser473 por el complejo mTORC2 (Hay, 
N, 2010). Akt fosforila e inhibe a GSK3. Esta kinasa mantiene inactiva, 
mediante fosforilación, a la GS encargada de la síntesis de glucógeno (Mora, 
A et al., 2005). Akt también fosforila a proteínas de la familia FOXO, lo que 
produce su translocación al citoplasma y posterior degradación (Matsuzaki, 
H et al., 2003). Otra diana de Akt es TSC2, lo que favorece la des inhibición 
de mTORC1 y favorece la síntesis de proteínas (Haar, EV et al., 2007). Por 
último, Akt fosforila a AS160, proteína que inhibe al intercambiador de 
nucleotidos Rab. Esto desencadena una cascada de señalización que provoca 
la exocitosis de GLUT-4 (Zeigerer, A et al., 2004). Las moléculas de GLUT-4 
se encuentran retenidas en vesículas especializadas cerca de la membrana 
plasmática en situación basal. Tras la estimulación de la célula con insulina, 
estas vesículas se fusionan con la membrana plasmática en un proceso 
que implica a proteínas propias de los lipids rafts como v-SNARE, VAMP2 y 
caveolina (Chang, L et al., 2004; Schwenk, RW et al., 2010). De esta forma, 
la insulina induce la externalización de GLUT-4 y el consiguiente aumento del 
transporte de glucosa. Los estudios sobre el comportamiento de GLUT-4 han 
mostrado que la insulina no solo induce su translocación a la membrana, sino 
que también reduce su velocidad de endocitosis. Esto favorece la exposición 
del transportador al espacio extracelular y maximiza la captura de glucosa 
































Esquema 2. Acciones intracelulares de la insulina.
La unión de la insulina al IR inicia una cascada de señalización a través de dife-
rentes vías que le permite modular diversos procesos. La via metabólica señaliza 
a través del eje IRβ/IRS-1/Akt, lo que modula la exocitosis de GLUT4 o la esti-
mulación de la sínteis de glucógeno y de proteínas. En cambio, la via mitogénica 
señaliza a través del eje IRβ/Grb2/Sos/Ras/raf/Mek/Erk. Además existen otras 




 ii. Vía mitogénica de la señalización de insulina.
Se ha descrito la interacción entre IRβ y otras proteínas diferentes de las IRS, 
tales como Grb-2, cbl-c, Shc o Gab (Kanzaki, M et al., 2001; Van Obberghen, 
E et al., 2001). A través de estas interacciones la insulina puede modular 
otras respuestas celulares diferentes de las producidas por la vía IRS-1/PI3K/
Akt. Una de ellas es la señalización mitogénica de la insulina a través de la 
vía de las MAPK (Denton, RM et al., 1995; Osman, AA et al., 2000; Molero, 
JC et al., 2002). Esta vía de señalización comienza con la unión de Grb2 a 
través de su dominio SH2 sobre residuos de tirosina fosforilados de IRS o 
de Shc, cuando estas proteínas se encuentran unidas a IRβ (Yamauchi, K et 
al., 1994). Grb2 recluta a la proteína Sos mediante sus dominios SH3 y esta 
última promueve la activación de Ras (Skolnik, EY et al., 1993). A partir de 
su activación se inicia una cascada de señalización de kinasas que implica a 
Raf, MEK y finalmente a las Erk, que son proteínas de la clase MAPK. Al ser 
fosforiladas, las Erks se translocan al núcleo donde activan la transcripción de 
diferentes genes.
iii. Otras vías implicadas en la señalización de la insulina.
Tras conocer que la señal de insulina afecta a las MAPKs, Erk1 y Erk2, varios 
grupos investigaron si la misma señal podría activar a otras MAPK, como 
JNK y p38. Estos estudios descartaron la relación entre insulina y JNK, pero 
encontraron una relación entre la señalización de insulina y la activación de 
p38 (Kayali, AG et al., 2000). Esta proteína es una kinasa serina/treonina que 
está implicada en la respuesta al estrés celular y a estímulos como la radiación 
UV, cambios en la osmolaridad y respuesta a citokinas (Han, J et al., 1994). 
Esta proteína es activada por kinasas como MEK3 y MEK6 que la fosforilan en 
los residuos Thr180 y Tyr182. Una vez activa, p38 puede translocarse al núcleo 
donde estimula a factores de transcripción como ATF-1, Sap-1 y proteínas como 
p53, aunque también puede ejercer otros efectos en el citoplasma (Roux, PP 
et al., 2004). Otros grupos describieron en modelos in vitro como el bloqueo 
de la activación de p38 mediante inhibidores específicos alteraba el transporte 
de glucosa inducido por insulina (Sweeney, G et al., 1999; Konrad, D et al., 
2001; Somwar, R et al., 2001b). Sin embargo, varios autores demostraron que 
parte de estos resultados parecían ser un artefacto experimental producido 
por un posible efecto secundario del inhibidor empleado, el SB208035, que la 
unirse directamente a GLUT4, impediría el transporte de glucosa (Fujishiro, M 
et al., 2001; Godl, K et al., 2003; Antonescu, CN et al., 2005; Bazuine, M et 
al., 2005; Ribé, D et al., 2005). Por el contrario, otros trabajos han propuesto 
que la activación de p38 es necesaria para la activación de GLUT4 posterior 
a su translocación a la membrana plasmática inducida por insulina (Michelle 
Furtado, L et al., 2003; Niu, W et al., 2003). Otros grupos han estudiado 
el papel de p38 como marcador de inflamación de adipocitos de pacientes 
obesos y su relación con el descenso en la acción de insulina en los mismos 








2. RESISTENCIA A INSULINA.
Los trabajos de Yalow y Berson demostraron que los niveles de insulina 
estaban elevados en pacientes con diabetes (Yalow, RS et al., 1960). Esto 
permitió postular la hipótesis de que el desarrollo de una resistencia sistémica 
a la acción de la insulina es previo al inicio de la diabetes tipo II. Continuando 
con esta idea, numerosos grupos han relacionado el desarrollo de la resistencia 
a insulina con el envejecimiento, la obesidad y la inflamación (Cases, JA et 
al., 2000; Kahn, BB and Flier, JS, 2000; Barbieri, M et al., 2001). 
La resistencia a insulina se define como la disminución de los efectos provocados 
por la homona en sus tejidos diana. Está considerada como una característica 
común en numerosas enfermedades metabólicas como la diabetes tipo II, la 
obesidad, la hipertensión y las enfermedades cardiovasculares. (Reaven, GM, 
1995; Facchini, FS et al., 2001; Hotamisligil, GS, 2006).
El desarrollo de la resistencia a insulina ha sido ampliamente estudiado en 
humanos y en modelos experimentales, principalmente en roedores (Ai, J 
et al., 2005). Muchos de estos trabajos se han centrado en el papel de la 
edad en la aparición de la resistencia a insulina, utilizando métodos lo más 
fisiológicos posibles, como el clamp euglicémico-hiperinsulinémico, o índices 
de sensibilidad a insulina (Wallace, TM et al., 2004; Muniyappa, R et al., 
2008). La mayor parte de estos estudios han demostrado que existe una 
asociación entre el desarrollo de resistencia a insulina y la edad, si bien 
diversos autores postulan que son los cambios en la composición corporal, 
principalmente el incremento de la adiposidad visceral, los responsables de 
esta resistencia (Ferrannini, E et al., 1996; Barzilai, N et al., 1997). Por otra 
parte, en numerosos trabajos se ha demostrado que la resistencia puede 
inducirse fácilmente mediante alteraciones en la dieta. Así, las dietas con alto 
contenido graso inducen el desarrollo de resistencia a insulina y constituyen 
un modelo experimental para su estudio (Hansen, PA et al., 1998; Bernard, 
JR et al., 2006; Hirabara, SM et al., 2007; Yaspelkis, BB, 3rd et al., 2009). 
Puede afirmarse que estos estudios apoyan la idea de que son los cambios 
corporales los que tienen un papel fundamental en la aparición y progresión 
de la resistencia a insulina durante el envejecimiento. No obstante, estudios 
en humanos no obesos ha puesto de manifiesto que la resistencia a insulina 
puede aparecer también con la edad en ausencia de cambios relevantes en la 
adiposidad (Kahn, BB and Flier, JS, 2000). 
Desarrollo de la resistencia a insulina periférica.a) 
El desarrollo de la resistencia a insulina es progresivo y está influido por 
factores tanto genéticos como ambientales (Vijg, J et al., 2005). Su principal 
consecuencia es la alteración de la homeostasis de la glucosa. Esto se debe 
fundamentalmente a la disminución del transporte de glucosa estimulado por 
insulina en los tejidos diana, principalmente en el músculo y en el adiposo. La 
persistencia de altos niveles de glucosa en sangre tras la ingesta es percibida 
por las células β del páncreas, que intentan compensar la hiperglucemia 
secretando mayores cantidades de insulina. Esto provoca el desarrollo de un 
estado hiperinsulinémico, que a la larga no es suficiente para mantener la 
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captura de glucosa alcanzándose una situación de intolerancia a la glucosa, 
la cual puede acabar en diabetes (hiperglucemia en ayunas). Durante la 
compensación hiperinsulinémica las células β sufren un deterioro progresivo 
y finalmente entran en apoptosis, dando lugar a una situación diabetes con 
dependencia de insulina (Saltiel, AR, 2001; Kasuga, M, 2006). 
Aunque la resistencia a insulina puede tener diversos orígenes, tal como 
atestiguan los estudios con ratones knockout del IR específicos de tejido, en 
el caso de la resistencia asociada a cambios en el nivel de adiposidad, causada 
por dieta grasa, obesidad o envejecimiento, existen datos abundantes que 
sugieren que ésta se inicia en el tejido adiposo, apareciendo posteriormente 
en otros tejidos periféricos como el músculo (Smith, U, 2002). En el tejido 
adiposo, la resistencia a insulina provoca una alteración de la liberación de AG 
y adipokinas en el torrente circulatorio, que pueden afectar al metabolismo 
celular de otros órganos (Yu, Y-H, 2005; Shell, H et al., 2008). Recientemente 
se ha descrito que la resistencia a insulina en el corazón, provoca disfunción 
cardiaca y esteatosis entre otras complicaciones, y en el endotelio, favorece 
la disfunción endotelial. La resistencia a insulina se considera hoy en día 
como un marcador de enfermedades cardiovasculares (Ginsberg, HN, 2000; 
Murdolo, G et al., 2006; Van Gaal, LF et al., 2006). 
Bases moleculares de la resistencia a insulina.b) 
Actualmente no se sabe con certeza cuáles son las causas desencadenantes 
de la resistencia a insulina, aunque la mayoría de las alteraciones moleculares 
se han localizado en la zona proximal de su vía de señalización. Muchas 
trabajos, entre ellos de nuestro grupo de investigación, han demostrado 
alteraciones del IR, tanto en su expresión como en su función. Aparte de 
algunas mutaciones puntuales, asociadas a situaciones de resistencia severa 
a la insulina (Hegele, RA, 2003), se ha descrito la disminución de la expresión 
de su mRNA y de la cantidad de proteína con la edad en células de tejido 
adiposo y en pacientes diabéticos. Otros trabajos han descrito igualmente un 




































RESISTENCIA A INSULINA CONSECUENCIAS
Esquema 3. Consecuencias del desarrollo de resistencia a insulina.
La prolongación en el tiempo de la alteración de la sensibilidad a insulina provoca 
un aumento de los niveles de glucosa y de AG en sangre, lo que favorece el alma-








Esta reducción se hace extensible al nivel de fosforilación de los residuos de 
tirosina de las proteínas IRS. Una de las causas descritas para este proceso es 
el aumento de la actividad de determinadas fosfatasas, tales como PTP-1B o 
SHP2 (Byon, JC et al., 1998; Kennedy, BP et al., 2000; Mussig, K et al., 2005). 
Estas proteínas parecen ser las encargadas de modular la terminación de la 
señal de insulina, y en determinados escenarios fisiológicos, su aumento de 
actividad podría contribuir al descenso de la transmisión de la señal hormonal 
(González-Rodríguez, A et al., 2010).
Tanto IRS-1 como IRS-2 han sido ampliamente estudiadas y se ha propuesto 
que la resistencia a insulina celular está relacionada con el aumento de los 
niveles de fosforilación en sus residuos de serina (Boura-Halfon, S et al., 
2009). Trabajos de sobreexpresión de mutantes de IRS-1 en los que los 
residuos de serina son sustituidos por alanina describen una reversión de la 
resistencia a insulina sistémica, aunque la sobreexpresión sea localizada solo 
en el músculo esquelético (Morino, K et al., 2008). Igualmente se ha descrito 
una alteración en la localización celular de distintas isoformas de IRS-1 en 
adipocitos de ratas envejecidas (Villar, M et al., 2006). Hay indicios de que 
proteínas de estrés celular como JNK o el complejo IKKβ fosforilan a IRS en 
serina (Gao, Z et al., 2002; Tanti, JF et al., 2004). Estas proteínas pueden 
activarse ante un proceso de inflamación. En el caso del tejido adiposo se 
ha descrito en múltiples trabajos el desarrollo de un nivel de inflamación 
subcrónico y su relación con el desarrollo de resistencia a insulina (Arkan, 
MC et al., 2005; Horrillo D, et al., 2011). Sin embargo, recientemente se 
han publicado trabajos que describen cómo la fosforilación en determinados 
residuos de serina no es siempre un regulador negativo de la señalización de 
la insulina. En el caso del residuo Ser307 de IRS-1, su fosforilación es necesaria 
para el mantenimiento de la sensibilidad a insulina (Copps, KD et al., 2010; 
Koch, C et al., 2010).
La modulación de la fosforilación de IRS puede alterar su interacción con PI3K, 
reduciendo su activación (Friedrichsen, M et al., 2010). Otros moduladores 
negativos de la señal de insulina son las fosfatasas PTEN y SHIP2, que pueden 
desfosforilar a PIP3 (Clement, S et al., 2001; Vinciguerra, M et al., 2006). 
Recientemente se ha aislado otro regulador negativo de la señalización de 
insulina. En este caso, se trata de la forma hiperfosforilada del inositol, 
denominada inositol pirofosfato o IP7. Según los autores, este compuesto 
puede secuestrar a Akt a través de la unión con su dominio PH y evitar 
que se una a PIP3, lo que bloquea la transducción de la señal de insulina 
(Chakraborty, A et al., 2010). El descenso de la señalización al nivel de Akt 
en la vía de transducción de la señal de insulina puede causar un descenso 
de la cantidad de GLUT-4 translocado a la membrana plasmática y una menor 
captura de glucosa, lo que favorece en última instancia un aumento de la 
concentración de glucosa en sangre. 
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Múltiples trabajos han observado un descenso de la expresión de GLUT-4 
en adipocitos en pacientes con diabetes tipo II (Smith, U et al., 1999). En 
conjunto, los defectos celulares de la transmisión de la señal de insulina 
provocan un descenso de su acción en los tejidos diana. Esto conlleva una 
alteración que de importantes procesos metabólicos como la inhibición de 
lipólisis y la producción de glucosa hepática, dando lugar a una alteración de 
la homeostasis de la glucosa. 
3. METABOLISMO DEL MÚSCULO ESQUÉLETICO.
El músculo esquelético es un tipo de músculo estriado caracterizado por 
formarse a partir de células multinucleadas, que se organizan en fibras 
musculares, y éstas en paquetes musculares que se unen a los huesos del 
esqueleto mediante tejido conectivo. Su principal función es mantener unidas 
las diferentes partes del esqueleto y permitir el movimiento del organismo, 
para lo cual necesita un alto aporte de energía. El músculo esquelético que 
es el principal órgano consumidor de glucosa después del cerebro, captando 
hasta el 70% de la glucosa circulante tras la ingesta de alimento (DeFronzo, 
RA et al., 1985; Zierath, JR et al., 2000).
La principal fuente de energía del músculo procede de la glucólisis aerobia 
o la oxidación de AG en la mitocondria. El uso de uno u otro combustible 
depende de la situación del organismo y del músculo (Randle, PJ, 1998). 
Durante el ayuno el músculo oxidativo usará preferentemente AG captados 
del torrente sanguíneo como fuente de energía (Saltiel, AR et al., 2001). El 
músculo esquelético es capaz de acumular AG en forma de TAG en gotas de 
grasa. Además, el músculo también almacena glucógeno para obtener glucosa 
rápidamente en situaciones de alta necesidad energética, como es el caso del 
ejercicio rápido. Tras la ingesta de alimento y en respuesta a la acción de 
la insulina circulante, el músculo captura glucosa mediante el transportador 
GLUT-4. Está glucosa pueden utilizarse para generar energía mediante su 
glucólisis o para reponer los almacenes de glucógeno y lípidos. 
Las fibras de músculo esquelético se clasifican en función de sus propiedades 
contráctiles, que reflejan el tipo de metabolismo de la fibra (Barnard, RJ et 
al., 1971; Bottinelli, R et al., 2000)
Fibras de tipo I: Tienen un metabolismo oxidativo y forman •	
mayoritariamente los denominados músculos rojos, debido a su alta 
irrigación y contenido mitocondrial. Tienen una alta capacidad para 
almacenar lípidos. Se denominan también fibras de contracción lenta y 
responden mejor a demandas energéticas sostenidas en el tiempo.
Fibras de tipo II: Tienen un metabolismo predominantemente •	
anaeróbico, y presentan un contenido menor de mitocondria y lípidos 
almacenados. Son fundamentales en esfuerzos intensos y de corta 
duración. Se pueden clasificar en varios subtipos, tales como fibras IIa, 








Acción de la insulina en el músculo esquelético.a) 
Debido a su especialización metabólica, las fibras musculares muestran 
diferente sensibilidad a la acción de insulina. Las fibras de tipo I son mas 
sensibles a su acción debido a una actividad tirosina kinasa intrínseca del IR más 
elevada (James, DE et al., 1986) y a la mayor expresión de algunas enzimas 
implicadas en la transducción de la señal de insulina. Dichas fibras presentan 
también una mayor abundancia de transportadores de glucosa (Marette, A et 
al., 1992; Song, XM et al., 1999). A su vez, el metabolismo lipídico del músculo 
se ve modificado tras la acción de la insulina, favoreciendo la lipogénesis y el 
almacenamiento de TAG en el interior de gotas lipídicas (Goodpaster, BH et 
al., 2004). En humanos, la cantidad de lípidos intramiocelulares está elevada 
en músculos de individuos obesos. Esta correlación ha permitido sugerir que 
el nivel de lípidos almacenados sirve como marcador de la sensibilidad a 
insulina del músculo (Krssak, M et al., 1999).
Desarrollo de la resistencia a insulina en el músculo.b) 
El desarrollo de resistencia a insulina en músculo provoca un importante 
descenso en la capacidad de transportar glucosa (Abdul-Ghani, MA et al., 
2010). Las causas del desarrollo de esta resistencia en este tejido aun son 
desconocidas, pero se han postulado dos teorías: la lipotoxicidad  y la perdida 
de función de la mitocondria. Ambas teorías no son excluyentes y parecen 
estar interconectadas. 
Ante un aumento de los AG circulantes, consecuencia de la edad, del incremento 
de adiposidad, de una dieta rica en grasas o a una alteración del metabolismo 
del tejido adiposo, los demás tejidos periféricos pueden aumentar su captura 
en un intento de disminuir la hiperlipidemia (Halseth, AE et al., 2000; Sell, 
H et al., 2006). Las fibras musculares de tipo I tienen mayor capacidad de 
transportar AG al interior celular (Bonen, A et al., 1998) donde un excesivo 
acúmulo intracelular de AG puede modificar el equilibrio de uso entre éstos 
y la glucosa e interferir en la oxidación de esta última (Randle, PJ, 1998). 
El exceso de almacenamiento de lípidos provoca lipotoxicidad asociada al 
aumento de especies lipídicas derivadas de su metabolismo, entre las que 
destacan el diacilglicerol y las ceramidas (Lelliott, C et al., 2004; Coen, PM 
et al., 2009). Estos compuestos provocan la activación de las denominadas 
PKC noveles, que son kinasas específicas de serinas/treoninas, que pueden 
fosforilar a las IRS y bloquear la señal de insulina (Schmitz-Peiffer, C, 2000; 
Dey, D et al., 2006; Koves, TR et al., 2008). Un exceso de AG intracelular 
puede inducir un incremento en los niveles de malonil-CoA, que es un inhibidor 
de la CPT-1B, proteína encargada del transporte de los aciles-CoA al interior 
de la mitocondria (Abu-Elheiga, L et al., 2001). De esta forma, se reduce la 
oxidación de AG en el interior de la mitocondria, con lo que se disminuye su 
eficacia y se favorece el acúmulo citoplasmático de especies relacionadas. 
Además el exceso de AG circulantes puede inducir una respuesta de estrés 
celular señalizando a través del TLR2 y TLR4, lo que activa a JNK y el complejo 
IKKβ. Estas serinkinasas pueden también fosforilar los residuos de serina de 
IRS-1 contribuyendo al descenso de la acción de insulina(Gao, Z et al., 2004; 
Arkan, MC et al., 2005). 
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La teoría de la disfunción mitocondrial sostiene que el inicio de la resistencia a 
insulina se encuentra en la progresiva pérdida de la funcionalidad mitocondrial 
del músculo y en el descenso de su número (Civitarese, AE et al., 2008; 
Kim, J-A et al., 2008). Esto se asocia con la oxidación incompleta de los AG 
en su interior y la reducción de la eficiencia del ciclo del TCA junto con un 
aumento de ROS. Esto provoca un acúmulo de aciles-CoA en el citoplasma y 
de compuestos lipídicos derivados, entre los que destacan el diacilglicerol y 
las ceramidas, que activan a las PKC noveles y la fosforilación en serina de 
IRS. A la vez, el aumento de los niveles de ROS producidos en la mitocondria 
puede activar las vías de estrés celular, lo que provoca la activación de la JNK 
y del complejo IKKβ, como se ha mencionado anteriormente (Iossa, S et al., 
2004). 
4. LA LEPTINA.
La leptina es un péptido de 167 aminoácidos sintetizado y secretado por el 
adipocito. La existencia de un factor de control adipostático fue postulada 
en 1953 por Kennedy (Kennedy, GC, 1953). Douglas Coleman, a partir de 
observaciones en ratones genéticamente obesos, denominados ob/ob y db/
db, la identificó como una molécula secretada por el tejido adiposo (Coleman, 
DL, 2010). Fue aislada y caracterizada por el laboratorio del Dr. Friedman 
en 1994 mediante clonaje posicional (Zhang, Y et al., 1994; Flier, JS et al., 
2010). Su administración exógena a ratones ob/ob, que carecen de leptina 
endógena, produce la reversión del fenotipo obeso (Halaas, JL et al., 1995), 
por lo que se postuló que la leptina regula el gasto energético a largo plazo y 
controla el exceso de lípidos mediante la reducción de la ingesta y el aumento 
del consumo energético (Maffei, M et al., 1995; Friedman, JM et al., 1998). 
Se ha descrito que su nivel en suero se correlaciona con la cantidad de tejido 
adiposo en humanos y roedores (Considine, RV et al., 1996; Porte, D, Jr. et 
al., 1998)
Funciones fisiológicas de la leptina.a) 
El descubrimiento y clonación del receptor de leptina, denominado Ob-R, 
permitió localizar las zonas donde se expresa preferentemente. El Ob-R se 
expresa mayoritariamente en cerebro, específicamente en el hipotálamo, lo 
que indica que la leptina ejerce una acción central, la cual ha sido ampliamente 
estudiada (Lee, GH et al., 1996; Bates, SH et al., 2003; Sahu, A, 2004).
El efecto de la leptina sobre la ingesta de alimento es similar al de la insulina. 
La leptina señaliza en zonas del hipotálamo con mayor expresión del Ob-R, 
tales como los núcleos PVN, ARC, DMH y VMH. Su acción estimula las neuronas 
anorexigénicas POMC y CART a la vez que inhiben la liberación de neuropéptidos 
orexigénicos NPY y AgRP, dando lugar a la reducción de la ingesta (Myers, 
MG et al., 2009). Junto a este efecto, la leptina modula el metabolismo de 
los órganos periféricos mediante una señal eferente transmitida a través del 
SNC (Belgardt, BF et al.) y el sistema nervioso autónomo (Bartness, TJ et al., 
2010). De esta forma la leptina central estimula el gasto energético en los 








Múltiples trabajos publicados han demostrado que las acciones de la leptina 
son específicas para cada tejido periférico (Wang, JL et al., 1999; Muoio, DM 
et al., 2002). El esquema 4 recoge los principales efectos de la leptina sobre 
el organismo.
En el tejido adiposo, la leptina activa la lipólisis por estimulación de la HSL 
y por aumento de la expresión de enzimas lipolíticas como ATGL, HSL y 
DAGT-1 (Gallardo, N et al., 2007). A su vez, favorece la oxidación de los 
AG en la mitocondria por estimulación de AMPK. De esta forma, se produce 
una reducción de los TAG almacenados sin que se libere en exceso los AG 
al torrente sanguíneo (Unger, RH, 1997; Buettner, C et al., 2008) A su vez, 
la señal de leptina provoca una inhibición de la acción de insulina sobre 
este tejido y reduce la captura de glucosa, lo que evita la formación de TAG 
(Bonzón-Kulichenko, E et al., 2011)
En el hígado, la leptina central favorece la depleción del exceso de TAG 
(Fishman, S et al., 2007) a la vez que inhibe la lipogénesis (Huang, W et al., 
2006; Kakuma, T et al., 2000; Gallardo, N et al., 2007). Al mismo tiempo, 
los efectos centrales de leptina aumentan la expresión del transportador de 
AG, CD36, y de enzimas que promueven la oxidación de los AG capturados 
procedentes del tejido adiposo. La leptina también influye en el metabolismo 
de la glucosa en el hígado, mediante la estimulación de la gluconeogénesis 
por aumento de expresión de la las enzimas limitantes G6Pase y PEPCK, a 
la vez que restringe la glucógenolisis. De esta forma, la acción central de 
leptina no altera la producción hepática de glucosa. (Gutiérrez-Juárez, R et 
al., 2004).
Por último, en el músculo esquelético la leptina central aumenta su sensibilidad 
a insulina y favorece el gasto energético por estimulación de la oxidación de 
los AG en la mitocondria y también mediante el aumento de la termogénesis 
a través de la UCP-3 (Muoio, DM et al., 1997; Gomez-Ambrosi, J et al., 1999; 
Minokoshi, Y et al., 1999; Dulloo, AG et al., 2002; Todd, M et al., 2005; 
Roman, EA et al., 2009).
Esquema 4. Efectos directos y centrales de la leptina sobre el metabolis-
mo. La leptina es secretada por el tejido adiposo y puede actuar directamente 
sobre los demás tejidos periféricos y en el hipotálamo. Desde el cerebro, a través 
del SNC, la leptina produce un aumento del consumo energético, principalmente 


























Recientemente se ha descrito una nuevo efecto de leptina en el hipotálamo, 
donde su acción aumenta la sensibilidad a insulina, favoreciendo el control 
central de la homeostasis de la glucosa (Koch, C et al., 2010). A su vez, la 
leptina aumenta la sensibilidad a insulina de los tejidos periféricos, lo que 
favorece el control de la glucemia (Barzilai, N et al., 1997; Minokoshi, Y et 
al., 1999; Ebihara, K et al., 2001; Berthou, F et al., 2011; German, JP et al., 
2011). Sin embargo, nuestro grupo de investigación ha demostrado cómo 
la acción central de la leptina disminuye la sensibilidad a insulina del tejido 
adiposo (Bonzón-Kulichenko, E et al., 2011; Pérez, C et al., 2004).
El Ob-R se expresa también en múltiples tejidos periféricos, si bien en menor 
medida que en el cerebro. Este hecho permite postular que la leptina ejerce 
efectos directos sobre dichos tejidos independientemente de su acción 
central. Varios trabajos han confirmado la acción de leptina en diversos 
tejidos periféricos mediante la activación de Stat3 (Kim, YB et al., 2000) o de 
la estimulación de la oxidación de lípidos (Minokoshi, Y et al., 2002). Estos y 
otros resultados sugieren que la leptina podría modular la acción de insulina 
en los tejidos periféricos mediante su acción directa, independientemente 
de su acción central, tal como ya se demostró para el caso de los adipocitos 
aislados (Pérez, C et al., 2004). 
Además, varios trabajos han demostrado que la leptina ejerce otros efectos 
diferentes de la regulación metabólica del organismo (Harvey, J et al., 2003), 
tales como la regulación de la capacidad reproductora (Chehab, FF et al., 
1996), la remodelación del hueso (Karsenty, G, 2001), de la función inmune 
(Sanchez-Margalet, V et al., 2003) o el desarrollo neuronal (Louis, GW et 
al., 2007). En todos estos casos la acción de leptina indica al organismo 
la posibilidad de ejecutar procesos biológicos que requieran un importante 
gasto energético.
Mecanismo molecular de la acción de leptina.b) 
La leptina inicia su señal mediante su unión al receptor específico, Ob-R. 
Dicho receptor es miembro de la familia de receptores de citokinas y carece 
de actividad kinasa. Hasta el momento se han descrito 6 isoformas del Ob-R, 
de las cuales destacan las isoformas Ob-Ra y Ob-Rb, generadas por splicing 
alternativo, diferencíandose por la longitud de su región citoplasmática (Hegyi, 
K et al., 2004; Gallardo, N et al., 2005). La isoforma Ob-Rb es más larga y 
contiene 3 importantes residuos de tirosina: Tyr985, Tyr1077 y Tyr1138. En el caso 
del Ob-Ra, su región citoplasmática solo incluye la Tyr985 (Villanueva, EC et al., 
2008). La transmisión de la señal de leptina se produce mediante la proteína 
Jak2, que esta unida al dominio citoplasmático del Ob-R (Sweeney, G, 2002; 
Frühbeck, G, 2006). Jak2 se activa tras la unión de una molécula de leptina 
al Ob-R, pudiendo entonces autofosforilarse y fosforilar específicamente los 
residuos de tirosina antes mencionados. Cada uno de estas fosfotirosinas 
sirve de punto de reconocimiento específico para diferentes proteínas que 
transducen la señal de leptina. La fosforilación del residuo Tyr1138 es reconocida 
por Stat3, mientras que la de Tyr1077 es reconocida por las proteínas Stat5 








Cuando las proteínas Stat se unen al Ob-R, son fosforiladas por Jak2 y de esta 
forma se permite su dimerización y translocación al núcleo, donde promueven 
la expresión de los genes específicos. 
Los estudios con ratones knockout que expresan formas mutantes del Ob-R 
han permitido caracterizar la función e importancia metabólica de cada residuo 
de tirosina (Myers MG Diabetes 2010). La eliminación de las tres tirosinas 
provoca un fenotipo similar al db/db, pero que presenta un menor aumento 
de la glucemia. Esto sugiere que la leptina debe intervenir en el control de la 
homeostasis global de la glucosa a través de Jak2 y sugiere que esta proteína 
puede estar implicada en otras vías de señalización iniciadas por leptina 
(Robertson, S et al., 2010). La eliminación de la Tyr985 provoca la perdida 
de la señal inhibitoria ejercida por SOCS-3 y produce una hipersensibilidad 
a la acción de leptina (Mori, H et al., 2004). En cambio la eliminación de los 
residuos de tirosina que señalizan a través de las proteínas Stat generan 
ratones con fenotipo obeso. Esto implica que la señalización a través de Stat3 
y Stat5 es imprescindible para la adecuada acción de la leptina en el control 
de la ingesta y el gasto energético (Robertson, S et al., 2010).
De entre los genes activados por leptina destaca SOCS-3. Tras su síntesis, 
SOCS-3 actúa como un modular negativo de la señal de leptina por unión 
al residuo Tyr985 fosforilado del Ob-R. De esta forma se bloquea la acción 
de Jak2 y termina la propagación de la señal de leptina (Bjorbaek, C et al., 
1998; Emilsson, V et al., 1999; Bjorbak, C, 2000). Otro regulador negativo 
de la señal de leptina es la fosfatasa PTP1B que puede defosforilar a Jak2 y 
bloquear la acción de leptina (Zabolotny, JM et al., 2002).
 
Recientemente se ha descrito la existencia de una interacción entre las vías de 
señalización de leptina e insulina a nivel de IRS/PI3K (Kim, YB et al., 2000). 
Según estos trabajos, la leptina promueve la interacción de IRS con PI3K 
mediante la fosforilación de la primera por Jak2. En trabajos usando células 
hepáticas se mostró cómo la leptina induce la fosforilación en residuos de 
tirosina de IRS, aunque otros trabajos no describieron este efecto (Szanto, I 
et al., 2000; Huang, W et al., 2006). En el caso del hipotálamo, se ha descrito 
que la leptina puede inducir la fosforilación de IRS y su interacción con PI3K. 
Sin embargo, la transducción de esta señal no muestra un aumento de la 
fosforilación de Akt, como seria esperable (Koch, C et al., 2010). 
Efecto directo de la leptina en el músculo esquelético.c) 
Se ha descrito la expresión del receptor de leptina en el músculo esquelético 
tanto en humanos como en roedores (Guerra, B et al., 2007; Akasaka, Y et 
al., 2010). En el músculo, la leptina activa fundamentalmente el metabolismo 
lipídico, favoreciendo la lipólisis y la oxidación de los AG en la mitocondria 
(Bjorbaek, C et al., 2004; Dyck, DJ et al., 2006). El mecanismo molecular de 
dicho efecto implica la estimulación por leptina de la fosforilación de AMPKα 
(Minokoshi, Y et al., 2002). Esta proteína tetramérica tiene actividad kinasa 
serina/treonina y actúa como sensor energético de la célula, al activarse 
cuando la relación ATP:AMP disminuye (Winder, WW et al., 1999). La actividad 
catalítica se localiza en la subunidad α, y puede fosforilar, entre otros, al 
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residuo Ser221 de la proteína ACC, encargada de la carboxilación del acetil-
CoA. Al ser fosforilada por AMPK, la ACC es inhibida y el nivel de malonil-CoA 
desciende, lo que hace desaparecer la inhibición de la CPT-1b favoreciendo 
de esta forma la entrada de AG en la mitocondria y su oxidación (Ceddia, 
RB et al., 1999a; Abu-Elheiga, L et al., 2001; Todd, M et al., 2005) como se 
observa en el esquema 5. Aunque se ha demostrado en múltiples modelos y 
situaciones que la leptina induce la activación de AMPK, aun se desconoce el 
mecanismo molecular preciso (Janovská, A et al., 2008).
Por otra parte, varios trabajos han descrito la capacidad de la leptina de 
estimular el transporte de glucosa en el músculo esquelético de forma directa 
e independiente de la insulina, usando tanto líneas celulares como músculos 
aislados (Berti, L et al., 1997; Ceddia, RB et al., 1998a; Berti, L et al., 1999; 
Ceddia, RB et al., 1999b). En paralelo, varios grupos de investigación han 
estudiado la posible implicación de AMPK en el transporte de glucosa en 
respuesta a la contracción y han demostrado que este estímulo, independiente 
de insulina, también produce la translocación de GLUT-4 a la membrana 
plasmática (Fujii, N et al., 2006). En estas circunstancias, AMPK podría ser 
activada por la disminución de relación ATP:AMP provocada por el ejercicio 
físico, y fosforilar a la proteína AS160. Esta ultima proteína parece ser el 
punto de convergencia con la vía dependiente de insulina de estimulación de 
la exocitosis de GLUT-4 (Treebak, JT et al., 2006). 
Esquema 5. Señalización de leptina y metabolismo lipídico en el músculo 
esquelético. La unión de la leptina sobre la isoforma larga del receptor (Ob-Rb) 
produce la activacion de la via Jak2/Stat3. Al mismo tiempo, mediante un meca-
nismo aun no descrito, la leptina activa la AMPK, que fosforila e inhibe a la ACC. 
De esta forma, se reduce la cantidad de malonil-CoA, el cual inhibe a la CPT-1B. 
De esta forma se favorece la entrada de aciles-CoA al interior de la mitocondria 
para su oxidación. La AMPK también activa a la HSL, favoreciendo la lipólisis de 
los TAG almacenados. Ademas, se ha sugerido que AMPK fosforila a AS160 bajo 
determinadas condiciones, lo que estimula la exocitosis de GLUT-4. La activación 
de Stat3 produce la expresion de SOCS-3, que se une al OB-Rb y termina la trans-







































Otros trabajos han estudiado la relación de AMPK y p38, proteína de la familia 
de las MAPK, como posible mecanismo molecular implicado en el aumento 
de la sensibilidad a insulina en el músculo esquelético tras el ejercicio físico 
(Hayashi, T et al., 1998; Lemieux, K et al., 2003; Geiger, PC et al., 2005; 
Fisher, J, 2006). A partir de estos trabajos se propuso la idea de que AMPK 
pudiera ser un efector superior de p38 y que ambos están implicados en 
la estimulación del transporte de glucosa de forma insulina independiente 
(Hayashi, T et al., 1998; Xi, X et al., 2001; Lemieux, K et al., 2003). Sin 
embargo, se han publicado algunos trabajos que refutan esta idea usando 
varios métodos de activación e inhibición de AMPK y comprobando que no 
hay asociación con la activación de p38 (Ho, RC et al., 2007; Jing, M et al., 
2008).
5. RESISTENCIA A LEPTINA
Aunque la función principal de la leptina es actuar como adipostato y regular 
la cantidad de tejido adiposo, se ha observado que la mayor parte de los 
pacientes obesos tiene unos niveles muy altos de leptina en sangre, lo cual 
parece contradecir la idea de la función de leptina como regulador del peso 
corporal (Frederich, RC et al., 1995; Considine, RV et al., 1996). Los altos 
niveles de leptina en suero junto con una ingesta normal o incluso mayor en 
estos individuos llevó a postular la existencia de resistencia a leptina en el 
hipotálamo (Frederich, RC et al., 1995; Van Heek, M et al., 1997). Multitud 
de estudios en modelos experimentales han asociado el desarrollo de la 
resistencia central a leptina y la hiperleptinemia con la obesidad (Halaas, JL 
et al., 1997; Widdowson, PS et al., 1997) y el envejecimiento (Scarpace, PJ 
et al., 2001; Fernández-Galaz, C et al., 2002).
Esquema 6. Relación entre la obesidad y la resistencia central a leptina. 
El desarrollo de la resistencia central a leptina impide la acción lipostática de esta 
hormona. Con el progreso del tiempo, el tejido adiposo aumenta su tamaño y se-
















Existen estudios que demuestran que en determinadas situaciones la 
resistencia a leptina ocurre de forma fisiológica. Estas situaciones se producen, 
por ejemplo durante el embarazo o en determinados roedores que hibernan 
(Ladyman, SR, 2008; Tups, A, 2009). Durante estos estados, los organismos 
favorecen la acumulación de reservas energéticas adicionales antes de iniciar 
procesos como la hibernación, o afrontar el gasto energético propio de la 
gestación.
El desarrollo de resistencia central a leptina ha sido extensamente estudiado 
y se han descrito los principales mecanismos moleculares subyacentes 
(Münzberg, H et al., 2005). El principal mecanismo celular observado es el 
aumento de la expresión de SOCS-3 en el hipotálamo, que impide la correcta 
transducción de la señal de leptina a través de Stat3 (Bjorbaek, C et al., 
1998; Wang, Z et al., 2000; Scarpace, PJ et al., 2001; Peralta, S et al., 2002). 
Junto con el aumento de SOCS-3, otros trabajos han descrito el aumento de 
la actividad de PTP-1B, fosfatasa que modula negativamente la señalización 
de insulina y leptina (Kaszubska, W et al., 2002). Trabajos en ratones 
modificados genéticamente carentes de SOCS-3 y/o PTP-1B en hipotálamo 
han corroborado estas hipótesis (Mori, H et al., 2004; Briancon, N et al., 
2010). Asimismo se han descrito defectos en el transporte de leptina a través 
de la barrera hematoencefálica (Kalra, S, 2009) y el descenso de la expresión 
de sus receptores con la edad como otra posible causa de la disminución de 
su acción (Fernández-Galaz, C et al., 2001; Scarpace, PJ et al., 2001). 
Al igual que ocurre en el hipotálamo, esta resistencia a la acción de leptina 
parece desarrollarse también en los tejidos periféricos. En el músculo 
esquelético, se ha descrito como el exceso de lípidos circulantes puede inducir 
de forma rápida resistencia a la acción directa de leptina (Steinberg, GR et 
al., 2000). Esta resistencia se manifiesta en un descenso de la oxidación de 
AG en presencia de leptina (Steinberg, GR and Dyck, DJ, 2000). El posible 
mecanismos molecular de este proceso incluye la sobreexpresión de SOCS-3, 









6. INTERACCIÓN ENTRE LA ACCIÓN DE LEPTINA Y DE INSULINA.
Tanto la leptina como la insulina regulan la homeostasis de glucosa y el gasto 
energético, lo que permite postular que debe existir alguna interacción entre 
sus respectivos efectos moleculares. En el hipotálamo, ambas hormonas 
producen una señal anorexigénica actuando sobre las mismas poblaciones 
de neuronas. Recientemente se ha descrito la necesidad de la señalización 
de leptina en el hipotálamo para que la insulina pueda regular la homeostasis 
de la glucosa a través de su acción central. Aunque es necesario continuar 
investigando este tema, estos resultados podrían indicar la forma en que la 
resistencia central de leptina induce una desregulación de la homeostasis de 
glucosa previa al desarrollo de la resistencia global a insulina, siendo el nexo 
de unión entre la obesidad y la diabetes tipo II (Koch, C et al., 2010).
Como ya se apuntó anteriormente, la acción central de leptina bloquea la 
acción de la insulina en el tejido adiposo. En células derivadas de hígado se ha 
publicado una interacción selectiva de leptina sobre la vía de señalización de 
insulina, donde un tratamiento agudo con leptina previo a la estimulación con 
insulina produce un aumento de la fosforilación de IRS-1 y su asociación con 
PI3K a la vez que redujo la fosforilación de IRS-2 y su interacción con PI3K. 
Esto sugiere que la acción directa de la leptina puede alterar selectivamente 
la señalización de insulina (Szanto, I and Kahn, CR, 2000).
 
Varios grupos de investigación se centraron en el estudio de la interacción 
de los efectos directos de leptina sobre la acción de insulina en el músculo 
esquelético. Si bien los primeros trabajos sobre la acción in vitro de leptina 
sobre células musculares mostraron un efecto inhibitorio sobre el transporte 
de glucosa inducido por insulina (Ceddia, RB et al., 1999a; Sweeney, G et al., 
2001), otros trabajos en modelos ex vivo e in vitro mostraron la ausencia de 
efecto de la leptina sobre la acción de insulina en fibras de músculo y en células 
musculares (Ceddia, RB et al., 1998a; Fürnsinn, C et al., 1998; Ranganathan, 
S et al., 1998). Algunos autores han demostrado que la leptina puede tener 
diferentes efectos en la acción de insulina diferenciando entre efectos agudos 
(< 2 horas) y efectos crónicos (> 2 horas) en modelos in vitro con células L6 
(Tajmir, P et al,.  2003). Un pretratamiento agudo en estas células bloqueaba 
parcialmente el transporte de glucosa inducido por insulina, mientras que los 
tratamientos crónicos no mostraban ninguna inhibición de este transporte, 
aunque en un trabajo paralelo se describió la colocalización de SOCS-3 con 
el IRβ tras tratamientos crónicos con leptina (Tajmir, P et al., 2003; Eguchi, 
M et al., 2007). Sin embargo, todavía no se ha alcanzado un consenso sobre 
cómo afecta la interacción de ambas hormonas en el músculo. Es muy posible 
que las diferentes conclusiones de los trabajos puedan ser debidas a los 
diferentes métodos experimentales y modelos de trabajo (Ceddia, RB et al., 
2002; Margetic, S et al., 2002). 
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7. RESISTENCIA A INSULINA Y ENVEJECIMIENTO: EFECTO DE LA 
RESTRICCIÓN CALÓRICA.
El desarrollo de la resistencia a insulina asociada al envejecimiento ha sido 
ampliamente estudiado, tanto en humanos como en modelos animales. En 
general puede afirmarse que el envejecimiento va acompañado del desarrollo 
de resistencia a insulina en tejidos periféricos, que lleva a un estado de 
mayor o menor intolerancia a la glucosa, lo que puede considerarse como 
una situación prediabética.
De los diversos trabajos publicados, la mayoría coincide en que el desarrollo de 
la resistencia global a insulina se debe a varias causas: cambios corporales con 
la edad, la alteración de respuesta neurohormonal, intervención de factores 
ambientales y el aumento del estrés oxidativo y la inflamación (Barbieri, M et 
al., 2001; Basu, R et al., 2003; Muzumdar, R et al., 2008). Nuestro grupo de 
investigación lleva años estudiando el desarrollo de la resistencia a insulina 
en un modelo de envejecimiento en rata Wistar. A partir de los resultados 
obtenidos, se puede afirmar que el desarrollo de la resistencia a insulina 
con la edad esta provocado por tres causas relacionadas y cuyo resumen se 
muestra en el esquema 7.
El aumento de la adiposidad con la edad es una característica presente en i) 
humanos y ratas. Este aumento de la adiposidad se localiza en diferentes 
regiones corporales, siendo el aumento de la grasa visceral el principal 
factor que provoca la aparición de alteraciones metabólicas durante el 
envejecimiento. En la rata Wistar se ha descrito el aumento del índice 
de adiposidad y el índice de Lee de forma significativa a los 8 meses, 
permaneciendo ambos estables hasta los 24 meses de edad (García-San 
Frutos, M et al., 2007; Muzumdar, R et al., 2008). La pérdida de regulación 
propia del tejido adiposo propicia el desarrollo de la resistencia a insulina 
con la edad, primero en el propio tejido adiposo y luego en el resto de 
tejidos periféricos (Carrascosa, JM et al. 2011; Escrivá, F et al., 2007; 
Serrano, R et al., 2009) 
La alteración de la respuesta neuronal a la acción de las señales hormonales ii) 
ha sido descrita en ratas de edad avanzada (Carrascosa, JM et al., 2009). 
Estas ratas presentan una resistencia a la acción de leptina en el hipotálamo, 
debido a un descenso de la expresión del Ob-R y a un aumento de la 
expresión de SOCS-3 en la región mediobasal del hipotálamo (Fernández-
Galaz, C et al., 2001; Peralta, S et al., 2002). Asimismo también se ha 
descrito el desarrollo de una resistencia a la acción central de insulina en 
ratas de edad intermedia y avanzada (García-San Frutos, M et al., 2007). 
Esta alteración provoca la disminución de las señales anorexigénicas y 
que fomentan el gasto energético, lo que favorece la ingesta y el acúmulo 
de más lípidos en el tejido adiposo y empeora la regulación central de la 
homeostasis de la glucosa. El aumento del tejido adiposo a su vez produce 









El desarrollo de un estado inflamatorio de baja intensidad en el tejido iii) 
adiposo está asociado al desarrollo de la resistencia a insulina (Hotamisligil, 
GS et al., 1993). En la rata Wistar, el tejido adiposo comienza a mostrar 
aumento de marcadores de inflamación desde los 8 meses de edad, el cual 
coincide con la aparición de resistencia a insulina en este tejido (Horrillo 
D, et al., 2011). Ese proceso está asociado al incremento de la infiltración 
de macrófagos, los cuales pueden contribuir a perpetuar este estado de 
inflamación subcrónica. Otra zona que muestra aumento de los marcadores 
de inflamación a los 8 meses, aunque de menor intensidad que el tejido 
adiposo, es el hipotálamo, el cual ya muestra ser resistente a insulina a 
esta edad (García-San Frutos, M et al., 2007). En cambio, el hígado y 
el músculo esquelético muestran un aumento de la expresión de mRNA 
de algunos marcadores de inflamación principalmente a los 24 meses de 
edad, lo que coincide con el desarrollo de la resistencia a insulina en dichos 
tejidos.
Aunque estos datos y los de otros grupos coinciden en el papel primario de 
la adiposidad en la resistencia a insulina con el envejecimiento, existen datos 
que muestran efectos propios del envejecimiento per se, como la pérdida de la 
función mitocondrial (Short, KR et al., 2005) o el aumento de la susceptibilidad 
del músculo ante un exceso de AG circulantes que propician el desarrollo de 
la resistencia a insulina (Einstein, FH et al. 2010). 
Muchos grupos que estudian el envejecmiento han estudiado en paralelo los 
efectos en la longevidad de la restricción calórica (RC). Está ampliamente 
demostrado que la RC produce un aumento de la longevidad en D. 
Melanogaster (Partridge, L et al., 2005), , C. Elegans (Walker, G et al., 2005) 
y mamíferos (Das, M et al., 2004; Redman, LM et al., 2010). Aunque se 
desconocen los mecanismos precisos de estos procesos, varias hipótesis han 
sido propuestas hasta el momento, tales como la reducción del metabolismo 

























Esquema 7. Desarrollo de la resistencia a insulina con la edad.




(Masoro, EJ, 2005). El efecto de la RC en humanos, debido a su dificultad 
para homogenizar las condiciones experimentales, sigue siendo controvertido 
(Phelan, JP et al., 2005; Holloszy, JO et al., 2007). Estos estudios llevaron 
asociado el descubrimiento de la intervención de algunas proteínas de la 
familia de las sirtuinas, que poseen función deacetilasa y las cuales intervienen 
en el proceso de elongación de la longevidad en determinadas circunstancias 
(Tissenbaum, HA et al., 2001; Michan, S et al., 2007). Este descubrimiento a 
dado pie a la búsqueda de compuestos que imiten los efectos de la RC sobre 
la longevidad (Baur, JA et al., 2006)
Muchos de estos estudios han demostrado como la RC mejora la sensibilidad 
a insulina en varios modelos experimentales, especialmente en roedores 
(Dean, DJ et al., 2000; Chiba, T et al., 2007; Zheng, Y et al., 2009). Este 
aumento de sensibilidad a insulina ha sido intensamente estudiado en el 
músculo esquelético, en donde la RC mejora notablemente la señalización 
de insulina (Kelley, DE et al., 2001; Barazzoni, R, 2005; McCurdy, CE et al., 
2005). Resultados obtenidos por varios grupos coinciden en la relación entre la 
mejora de la sensibilidad a insulina tras la reducción del tejido adiposo visceral 
mediante RC (Barzilai, N et al., 1998; Catalano, KJ et al., 2005; Kloting, N 
et al., 2005). Los experimentos en ratas que recuperaron la sensibilidad a 
insulian tras la extración quirúrgica de la grasa visceral confirman la relacion 
entre el acúmulo de tejido adiposo en determinadas zonas y el desarrollo de 
la resistencia a insulina. (Gabriely, I et al., 2002). Además, la mejora de la 
sensibilidad a insulina tras la RC también ha sido relacionada con el aumento 
de la función y la densidad mitocondrial (Hunt, ND et al., 2006; Guarente, L, 
2008)
Nuestro grupo de investigación ha empleado un protocolo de RC moderada 
aplicada en dos edades diferentes para desligar el incremento de la adiposidad 
asociada al envejecimiento de los efectos propios de la edad en el desarrollo de 
la resistencia a insulina en el rata Wistar. El descenso del nivel de adiposidad 
mediante RC produce una mejora de la sensibilidad global a insulina cuando la 
RC se aplica a una edad intermedia (Escrivá, F et al., 2007) y es acompañada 
de la recuperación de la sensibilidad a insulina en el hipotálamo (García-San 
Frutos, M et al., 2007). Sin embargo, cuando la RC se aplica a una edad 
avanzada no se observan mejoras en la sensibilidad a insulina ni se revierte 
la resistencia periférica la misma (Serrano, R et al., 2009), aunque sí se 
recupera la sensibilidad central a leptina que está disminuida en las ratas 
de 24 meses de edad (Fernández-Galaz, C et al., 2002). Estos resultados 
sugieren que las alteraciones metabólicas descritas en los tejidos periféricos 
se vuelven irreversibles a una edad avanzada, mientras que pueden revertirse 
mediante la disminución del nivel de adiposidad siempre que sea en una edad 
intermedia (Carrascosa, JM et al. 2011). En conjunto, estos datos confirman 
que el desarrollo de resistencia a insulina durante el envejecimiento en la rata 
Wistar es causado principalmente por el aumento de la adiposidad asociada al 
envejecimiento. Sin embargo, aun desconocemos cual es el papel del músculo 










El rápido desarrollo a nivel mundial de la obesidad y la diabetes 
tipo II durante la última década, por encima de las previsiones de la OMS, 
ha demostrado la necesidad de investigar sus causas, y entre ellas los 
mecanismos implicados en el desarrollo de la resistencia a insulina, la cual es 
causa subyacente de ambas patologías. Está ampliamente demostrado que 
la resistencia a insulina está asociada al envejecimiento en humanos y en 
algunos modelos experimentales. Nuestro grupo ha usado desde hace tiempo 
la rata Wistar como modelo experimental para investigar el desarrollo de la 
resistencia a insulina con la edad. Los trabajos publicados por nuestro grupo 
y colaboradores sugieren que la resistencia a insulina está relacionada con 
los cambios corporales asociados al envejecimiento, siendo el principal de 
ellos el aumento de adiposidad visceral. En la actualidad sabemos que la rata 
Wistar desarrolla resistencia global y periférica a insulina, acompañada de una 
resistencia central a insulina y leptina y altos niveles circulantes de leptina 
a edad avanzada. Los resultados obtenidos han demostrado que el tejido 
adiposo juega un papel clave en el desarrollo de resistencia a insulina, siendo 
el primer tejido donde se observa. La alteración de su control metabólico, así 
como el incremento de la adiposidad visceral, provoca un exceso de secreción 
de AG y adipokinas, principalmente leptina, que pueden afectar al resto de 
tejidos periféricos. Sin embargo, aun está por clarificar el papel del músculo 
esquelético en este modelo. Este tejido tiene gran importancia en la regulación 
de la homeostasis de glucosa ya que es el tejido periférico que más glucosa 
puede capturar en respuesta a la acción de insulina.
Nuestra hipótesis postula que el aumento de la adiposidad visceral asociada 
a la edad induce alteraciones en los tejidos sensibles a insulina, el músculo 
esquelético entre ellos, que causan el desarrollo de la resistencia a la 
hormona a largo plazo. Nuestros datos permiten postular que la leptina puede 
desempeñar un papel relevante en el desarrollo de la resistencia a insulina.
Para comprobar esta hipótesis, se plantearon los siguientes objetivos:
Estudio de la acción de insulina en el músculo esquelético de la rata 1. 
Wistar durante el envejecimiento.
Análisis del efecto de la leptina actuando directamente sobre el músculo 2. 
esquelético y el posible efecto de la edad sobre él.
Análisis del efecto de altas concentraciones de leptina, actuando 3. 
directamente en el músculo esquelético, sobre la sensibilidad a insulina 
del mismo.
Los estudios mencionados se llevaron a cabo utilizando  ratas Wistar de 3, 
8 y 24 meses de edad alimentadas ad libitum. Para separar el efecto del 
incremento de adiposidad asociada a la edad de los efectos del envejecimiento 
per se, utilizamos un protocolo de restricción calórica moderada durante tras 

















a) Modelo de envejecimiento.
En este trabajo se utilizaron ratas Wistar macho, procedentes de la colonia 
de envejecimiento del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa. Para los 
estudios de envejecimiento se usaron ratas maduras de 3 meses de edad 
(controles de edad), ratas de 8 meses (edad intermedia) y de 24 meses 
(edad avanzada) todas ellas alimentadas ad libitum (AL) con una dieta 
estándar para roedores (Harlam, #2014S. 14.5% proteína y 4% grasa). 
Los animales se estabularon en celdas aclimatadas con una temperatura de 
22 ºC y una humedad del 55 % constante, con ciclos de luz-oscuridad de 
12 horas. La manipulación de los animales fue llevada a cabo por personal 
formado y de acuerdo con las normativas de la Unión Europea. Los protocolos 
experimentales de este trabajo fueron aprobados por el Comité de Ética de la 
Investigación de la Universidad Autónoma de Madrid.
b) Modelo de restricción calórica (RC).
Ratas macho de 5 y 21 meses de edad fueron estabuladas en jaulas 
individuales y sometidas a un protocolo de RC moderado durante 3 meses. 
Las ratas fueron alimentadas con el 80% de la cantidad diaria de comida 
ingerida habitualmente, consiguiendo una reducción el peso corporal del 15-
20% tras los 3 meses de restricción. Este protocolo de restricción no causa 
desnutrición ni afecta al desarrollo normal de los animales.
2. Caracterización del modelo experimental.
Los animales se utilizaron tras ayuno nocturno de 12-16 horas (excepto para la 
determinación de peso y la ingesta) y bajo anestesia cuando el procedimiento 
así lo requería.
a) Extracción de sangre y determinación de niveles de parámetros 
bioquímicos.
Las muestras de sangre fueron extraídas de la vena de la cola de ratas en 
ayuno nocturno y se dejaron coagular 20 minutos a temperatura ambiente 
antes de centrifugar 10 min a 700 g a temperatura ambiente para recoger 
el suero, que fue guardado a -70 ºC hasta su uso. Los niveles de glucosa se 
midieron en el momento de la extracción de la sangre mediante el analizador 
de glucosa AccuTrend Plus (Roche Diagnostics, SL). Los niveles de insulina 
y leptina fueron analizados en suero mediante ELISA (Rat/Mouse Insulin 
ELISA kit y Rat Leptin ELISA kit; Millipore, #ERZMI-13K y #EZRL-83K, 
respectivamente). Los niveles de TAG en suero fueron analizados mediante 
la reacción de la glicerol fosfato oxidasa/peroxidasa por espectrofotometría 
mediante un kit comercial (Biosystems, S.A. #COD11828). Los niveles de 
ácidos grasos libres en suero fueron analizados mediante el test colorimétrico 




b) Test de tolerancia a insulina.
Ratas de los diferentes grupos experimentales se ayunaron entre 2 y 4 horas. 
Antes del inicio del test se extrajo una muestra de sangre de la vena de la cola 
(tiempo 0). Posteriormente se inyectó intraperitonealmente (ip) una dosis de 
insulina humana (NovoNordisk, # ActRapid HM) de 0,5 UI/kg. Tras 10, 20, 
30, 45 y 60 minutos se extrajo una muestra de sangre de la vena de la cola 
y se determinó el nivel de glucosa. Los datos de glucemia se expresaron en 
porcentaje respecto al valor a tiempo 0 y se calculó el área debajo de la curva.
3. Protocolos experimentales.
a) Tratamientos in vivo mediante inyección intravenosa (iv). 
Ratas de los diferentes grupos experimentales en ayuno nocturno fueron 
anestesiadas con tiopentotal sódico (Tiobarbital Braun, 40 mg/kg ip). Una vez 
alcanzado el grado de anestesia profunda y comprobada la pérdida de reflejos 
se procedió al tratamiento mediante la inyección iv a través de la vena de la 
cola y/o de la vena femoral con los siguientes estímulos: 1) suero salino; 2) 
insulina humana con una dosis de 10 UI/kg; y 3) leptina recombinante de 
rata (Sigma, # L-5037) a una dosis de 0,5 mg/kg. En el caso del tratamiento 
secuencial con leptina e insulina, se usó la vena femoral de cada pata trasera 
para cada estímulo, a las dosis indicadas (Ver Esquema MM1). Tras la inyección 
iv se espero el tiempo de actuación propio de cada estimulo antes de sacrificar 
al animal mediante guillotina y proceder a la extracción secuencial del músculo 
EDL y el músculo soleus lo mas rápido posible. Los tiempos de estimulación 
fueron: 5, 10 y 20 minutos para insulina y suero salino y 20 minutos para 
leptina. En el caso del pretratamiento con leptina, trascurridos los 20 minutos 
de acción de la leptina se inyecto la insulina y se dejó actuar 5 minutos. Los 
músculos se lavaron en PBS 1X frío, se congelaron enteros en nitrógeno 
liquido y se guardaron a -70 ºC hasta su posterior uso.
INSULINA 10 UI/kg. 5 min
LEPTINA 0,5 mg/kg. 20 min





Esquema MM 1. Protocolo experimental para el análisis de la acción in 
vivo de insulina y leptina sobre el músculo esquelético de la rata Wistar.
Los estímulos descritos se inyectaron por la vena de la cola y tras su tiempo de 
estimulación, se extrajeron los músculos para analizar la señalización intracelular












b) Tratamientos ex vivo: Aislamiento de strips de músculo y medida 
de la incorporación de 2-DOG.
Ratas de todos los grupos experimentales, en ayuno nocturno, fueron 
anestesiadas con tiopentotal sódico. Tras alcanzar un estado de anestesia 
profunda, se procedió a la extracción directa del EDL y soleus de ambas 
patas traseras. Durante la extracción se evitó estirar excesivamente los 
músculos para minimizar el transporte de glucosa inducido por contracción. 
Los músculos, tras limpiarlos de sangre y restos de otros tejidos, fueron 
cortados longitudinalmente con cuidado de no romper las fibras musculares 
en strips de 30-50 mg de peso. Tras finalizar la extracción de músculos se 
sacrifico al animal mediante guillotina.
La medida del transporte de glucosa ser realizó adaptando el método descrito 
anteriormente (Suarez, E et al., 2001). Brevemente, los strips de músculo 
fueron incubados secuencialmente en diferentes medios, usando como base 
un tampón Krebs-Henseleit con BSA libre de ácidos grasos 0,1% (ver lista de 
tampones) con una concentración final de azucares de 20 mM, en agitación 
constante a 35 ºC y gaseados de forma continua con carbógeno (5% Co2, 
95% O2).
La diferente composición y el tempo de incubación en cada medio está 
recogido en el esquema MM2. Tras 20 minutos en el medio con radioisótopos 
(medio Radioactivo), los strips se extraen del medio, se secan y se congelan 
en nitrógeno líquido. Sin descongelarse, se pesan los strips y se disuelven en 
NaOH 0,5 M para finalmente medir la incorporación de 3H-2-DOG y 14C-manitol 
en un contador de centelleo (LKB Wallac, 1219 Rackbeta con Ultraterm 2 
software).
RECUPERACIÓN ESTÍMULO LAVADO RADIOACTIVO














LEPTINA + INSULINA 
20 min 20 min
Strips de
soleus y EDL
35 ºC, 5% CO₂, 95% O₂, agitación
Esquema MM 2. Protocolo experimental para la determinación del trans-
porte de glucosa en muscúlo esquelético aislado de la rata Wistar.
Músculos sin estimular, cortados ongitudinalmente en strips, se incubaron secuen-
cialmente en los medios indicados. Los estímulos se mantienen presentes desde 
el medio de Estímulo hasta el medio Radioactivo. Tras la incubación se calculó el 
transporte de glucosa mediante la determinación la incorporación de 3H-2-DOG, 




c) Tratamiento central con leptina: Implantación 
intracerebroventricular de mini bombas osmóticas.
Bombas osmóticas (Alzet, USA # Modelo 2001), unidas al inyector cerebral 
(Alzet, USA. # 0004760) fueron implantadas en el 3er ventrículo cerebral 
(Coordenadas: 0,8 mm anterior, 1,6 mm lateral derecho, respecto a la 
bregma y 3,5 mm de profundidad, respecto de la superficie del cráneo, según 
Paxinos & Watson (Academic Press 1998). Las bombas fueron rellenadas con 
aproximadamente 200 µl de los tratamientos, que fueron: 1) suero salino, 2) 
leptina 0,0083 ng/µl (dosis 0,2 µg/día); y 3) leptina 0,415 ng/µl (dosis 10 µg/
día) y unidas al inyector cerebral a una distancia de unos 3 cm de longitud. 
Previamente se pego en la base del inyector una arandela de plástico (grosor 
0,5 mm, suministrada por el proveedor) para ajustar la profundidad. Las 
bombas fueron activadas mediante su incubación en suero salinos durante 20 
horas a 37 ºC antes de su implantación. Para ello, ratas de los diferentes grupos 
experimentales en ayuno nocturno fueron anestesiadas con una mezcla de 
oxigeno, dióxido de nitrógeno e isofluorano y dispuestas en un estereotáxico 
(Kopf). Se realizó un incisión de aproximadamente 1 cm de longitud en la 
piel del cráneo y se localizo la bregma para calcular la coordenadas. Una vez 
localizado el punto de inserción, se realizó una perforación del cráneo con un 
taladro dental. Tras la colocación del inyector en el agujero practicado, éste 
se fijo al cráneo con cemento dental (3M Espe, # 56906) y la bomba osmótica 
se colocó en un bolsillo subcutáneo a la altura de los omoplatos. La incisión 
se cerró mediante grapas quirúrgicas (Alzet, USA Autoclips).
4. Determinación histoquímica de lípidos en el músculo.
Ratas de todos los grupos experimentales tras ayuno nocturno y sin ningún 
tratamiento fueron anestesiadas con pentotal sódico. Una vez alcanzado el 
estado de profunda anestesia, se extrajeron con cuidado los músculos EDL y 
soleus y se limpiaron de restos de sangre y otros tejidos. Los músculos enteros 
se fijaron en paraformaldehido 4% en tampón fosfato durante 24 horas y 
posteriormente se incubaron 48 horas en sacarosa 30%. Los extremos de los 
músculos se cortaron con un bisturí y el fragmento central se recubrió con 
TissueTek (Sakura) y se montó en un criostato (Rechert-Jung. 2800 Frigocut) 
a -18 ºC. Cortes transversales de la sección media de cada músculo de 8-12 
µm de grosor fueron colocados sobre portaobjetos recubiertos con polilisina 
(Termo Scientific.# 2010-10). Los portaobjetos fueron teñidos primero al 
0,5 % (p/v) Oil red O en isopropanol 36%, lavados con agua destilada y 
teñido de nuevo, esta vez con Oil red O en isopropanol 60%. Las muestras se 
lavaron en agua destilada durante 5 minutos y se montaron usando PBS 10% 
glicerol como medio de montaje. Las soluciones de Oil Red O en isopropanol 
se filtraron con filtros de 0,45 µm antes de su uso. 
Las fotografías fueron tomadas mediante una cámara CDD acoplada a un 
microscopio vertical (Zeiss, Axiokop 2 plus). La cuantificación de la tinción 
se realizo mediante el programa Image ProPlus 4.5 (MediaCybernetics), que 
calculó el numero de píxeles de cada fotografía que superan un umbral de 
intensidad definido en muestras no teñidas y que cumplen los requisitos de 












5. Análisis de la expresión de mRNA en músculo.
a) Extracción de RNA y síntesis del cDNA. 
Muestras de músculos soleus y EDL procedentes de ratas no tratadas fueron 
troceadas en fragmentes de 20-30 mg, manteniéndolas congeladas con nieve 
carbónica. La extracción de mRNA se realizo mediante el kit RNAeasy fibrous 
tissue mini (Quiagen, # 74704), siguiendo las instrucciones del proveedor. 
La integridad del mRNA se comprobó mediante un gel de agarosa en tampón 
MOPS 1X (ver lista de tampones) y su concentración se cuantifico por 
espectrofotometría (Thermo Scientific, Nanodrop 1000). La síntesis del cDNA 
se realizo a partir de 1 µg de mRNA usando 20 unidades de transcriptasa 
AMV, 20 unds de RNAsin inhibitor, 10 mM d(NTP)s y 500 ng de Oligo Random 
Primer (todos los reactivos de Promega) en una reacción a 42 ºC durante 1,5 
horas. 
b) Análisis de los cDNA mediante realtime-PCR.
La expresión relativa de los cDNA se analizó usando un AbiPrism 7900 HT 
(Roche) en placas de 384 pocillos mediante la tecnología SybrGreen. Cada 
muestra se analizo por triplicado, a partir de 5 ng de cDNA, 250 nM de cada 
primer (ver tabla de primers) y Power SybrGreen PCR Master Mix, en un 
volumen final de 10 µl por pocillo. Los resultados en Ct fueron analizados 
mediante el método descrito por Pfaffl (Pfaffl, MW, 2001), usando la expresión 
del RNA ribosómico 18S como gen normalizador. Como calibrador de cada 
gen se usó la media de la expresion de las muestras de 3 meses de edad.
El diseño de los primers se realizo mediante el software de la Web Universal 
Probe Library de Roche (http://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/
upl/ezhome.html) y a partir de las bases de datos Ensembl (http://www.
ensembl.org/) y NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Las secuencias de los primers de las dos isoformas del receptor de leptina 
(Ob-Ra y Ob-Rb) fueron facilitados por la Dra. Carmen Arribas (Universidad 
Castilla-La Mancha)
6. Análisis de la señalización intracelular en músculo esquelético.
a) Obtención de extractos totales de músculo.
Los músculos extraídos en los experimentos in vivo y guardados a -70 ºC 
fueron pesados y homogenizados en tampón de lisis (ver lista de tapones) a 
razón de 1 ml/100 mg de tejido. Previamente se disolvió en el tampón de lisis 
1 pastilla PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail (Roche # 11873580001) 
y 1 pastilla Complete Protease Inhibitor cocktail (Roche # 4693132001) 
por cada 20 ml de tampón de lisis. La homogenización mecánica se realizó 
con un polytron (Kinematica, #Polytron PT1200 C) en 4 ciclos de 10 s de 
homogenización seguidos de 15 s de reposo en hielo. Los fragmentos de 
tendones fueron retirados. Los homogenados fueron incubados durante 1 h 
a 4 ºC con rotación antes de ser centrifugados a 100.000 g durante 1 hora 




La fracción soluble fue recogida evitando la fracción lipídica y congeló a -70 
ºC hasta nuevo uso. Un apequeña alícuota se guardó para la cuantificación de 
la cantidad de proteínas. Esta cuantificación se realizó mediante colorimetría 
usando el reactivo de Bradford (Bio-Rad # 500-0203) y determinando la 
absorbancia a 595 nm en un lector de placas (BMG Labtech, FLUOStar 
OPTIMA).
b) Inmunodetección de proteínas.
Para la visualización de proteínas específicas se utilizó la técnica del western-
blot. Para ello se separaron 30 µg de proteína de los extractos totales diluidas 
con tampón Laemmli 4x (ver lista de tampones) en geles de SDS-PAGE a 
120 V. El porcentaje de arcrilamida:bisacrilamida 29:1 (Bio-Rad, #161-
0146) de los geles varió desde el 6% (separación de IRβ e IRS-1) hasta 
el 12% (separación de SOCS-3 y p38). Las proteínas se transfirieron a 
membranas de nitrocelulosa (Whatman, # BA83) durante 1 hora a 100 V. 
Las membranas fueron bloqueadas con PhosphoBlocker 3% (Cell Biolabs, 
#AKR-103) en TBS-T 0,1% (ver lista de tampones) antes de ser incubadas 
con el anticuerpo primario durante la noche a 4 ºC con agitación (ver tabla de 
anticuerpos). Tras lavar las membranas con TBS-T 0,1% se incubaron 1 hora 
a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario unido a peroxidasa 
(dilución 1:5.000 – 1:10.000) y se revelo mediante reactivos comerciales 
de ECL (Perkin Elmer, #NEL102001EA). Los anticuerpos se diluyeron a las 
concentraciones indicadas en la tabla de anticuerpos en 1% PhosphoBlocker 
en TBS-T 0,1%. Las autoradiografias se densitometraron (Bio-Rad. GS800 
calibrated densitometer) y cuantificaron mediante el calculo de las diferencias 
del volumen de la intensidad de cada banda manteniendo el mismo área 
de análisis (Bio-Rad. Quantity One software). La expresión de GAPDH se 
empleó como control de carga de los experimentos de western-blot. Cuando 
se necesitó ensayar mas de un anticuerpo sobre la misma membrana, se 
uso un tampón de stripping (ver lista de tampones) durante 20 minutos a 
temperatura ambiente antes de volver a incubar con un nuevo anticuerpo 
primario durante la noche.
 
c) Análisis de la fosforilación de IRβ e IRS-1.
100 µl de proteína A agarosa fueron incubados durante 2 horas a 4 ºC con 
2 mg de anticuerpo anti-pTyr en tampón de lisis. Tras lavar los conjugados 
2 veces con tampón de lisis, se incubaron con 1 mg de muestra durante 
12 horas a 4 ºC con rotación. Tras lavar 3 veces con tampón de lisis, se 
centrifugo 1 min y se retiro el sobrenadante. Los complejos resultantes de la 
inmunoprecipitación fueron diluidos en 30 µl de tampón Laemmli 2x y hervidos 
durante 5 min. Tras centrifugar 1 min, 30 µl del sobrenadante se resolvieron 
en geles SDS-PAGE al 6% y se incubaron con anticuerpos específicos contra 












7. Análisis estadístico de los resultados.
El análisis estadístico se realizó mediante el software GraphPad Prism v5.0 
(GraphPad Software) y la función de análisis de datos del software Excell 2004 
(Microsoft). Las comparaciones de los datos de los 3 grupos de envejecimiento 
(3, 8 y 24 meses AL). Se realizaron mediante el análisis de la varianza 
(ANOVA) de 1 o 2 vías en función del experimento, seguido de un test post-
hoc de Bonferroni para comparaciones múltiples. La comparación entre los 
resultados de los grupos AL y RC de la misma edad se realizó mediante el test 
de la t de Student, pareado o no pareado en función del experimento. En el 
caso de comparaciones de tratamientos en grupos de RC se uso un análisis 
ANOVA de 1 o 2 vías entre los grupos AL y RC de la misma edad. Se consideró 
que existen diferencias significativas con p<0,05.
8. Anexo de Materiales y Métodos.







IRβ (monoclonal) Cell Signaling #3025 1:500 GARPO
IRS-1 Cell Signaling #2382 1:1000 GARPO
Phospho Akt Ser473
(monoclonal) Cell signaling #4051 1:2000 HAMPO
Akt Cell Signaling #9272 1:2000 GARPO
Phospho AMPKα 
Thr172 Cell Signaling #2531 1:500 GARPO
AMPKα Cell Signaling #2532 1:2000 GARPO
pTyr (clon 4G10)
(monoclonal) Millipore #05-321 IP: 2 mg/ml --
SOCS-3 Cell Signaling #2923 1:500 GARPO
Phospho STAT3 
Tyr705 Cell Signaling #9131 1:500 GARPO
STAT3
(monoclonal)
BD Transduction Lab 
#610189 1:1000 HAMPO




Cell Signaling #9216 1:1000 HAMPO




Tabla de secuencias de los b. primers.






















































Listado de tampones.C. 
Tampón Krebs-Henselit1. .
Stock I: NaCl 118.5 mM, KCl 4.7 mM, KH2PO4 1.2 mM, NaHCO3 25 
mM.
Stock II: CaCl2–2H2O 2.5 mM, MgSO4-7H2O 1.2 mM, HEPES 5 mM.
Medios de incubación:2.  Usar como base tampón Krebs-Henselit, 
0.1% BSA.
Medio Recuperación: manitol 15mM, glucosa 5 mM
Medio Estímulo: manitol 15 mM, glucosa 5 mM
Medio Lavado: manitol 18 mM, piruvato sódico 2 mM
Medio Radioactivo: manitol 20 mM, 2-DOG 1 mM, 
   3H-2-DOG 2.5 µCi/ml,14C-manitol 0.7 µCi/ml.
Tampón MOPS 10X3. 
 MOPS 200 mM pH 7.0, acetato sódico 80 mM, EDTA 10 mM pH 8.0.
Tampón carga RNA 10x4. 
EDTA 0.5 mM pH 8.0, azul bromofenol 0.25%, glicerol 50%.
Gel agarosa 1.5% para RNA5. 
1.5 g agarosa low meelting, MOPS 1x 10 ml, formaldehído 16.6 ml y 
H2O hasta 100 ml
Tampón de lisis6. 
HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, MgCl2 1 mM, CaCl2 1mM, Na4P2O7 10 
mM, NAF 10 mM, EDTA 2mM pH 8.0, glicerol 10%, NP-40 1%. Ajustar 
a pH 7.4
Tampón TBS-T7. 
Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Ajustar a pH 7.4. Añadir Tween-20 0.1%.
Tampón de stripping8. 
Glicina 0.2 M, SDS 0.1%, NP-40 sustitute 1%. Ajustar a pH 2.2
Tampón de carga Laemmli 4x9. 











1. CARACTERIZACIÓN DEL MODELO EXPERIMENTAL DE RATA 
WISTAR.
 El modelo experimental de envejecimiento utilizado en este trabajo fue 
la rata Wistar. En la figura 1 podemos observar como la rata Wistar muestra un 
aumento progresivo y significativo del peso corporal durante el envejecimiento 
(p<0,001). Este aumento de peso está provocado principalmente por un 
aumento del tejido adiposo, como indica el índice de adiposidad (Horrillo, 
D et al,. 2011). Aunque la adiposidad aumente rápidamente a los 8 meses 
y posteriormente se mantenga estable hasta los 24 meses, el peso corporal 
sigue aumentando debido al incremento del tamaño corporal. 
Este aumento de peso va acompañado de un leve aumento de los niveles 
de glucosa e insulina en condiciones de ayuno nocturno que en el caso de la 
glucosa alcanzan significatividad estadística a los 24 meses de edad, como se 
observa en el figura 2. Sin embargo, los niveles de insulina, a pesar de que 
muestren un leve incremento con la edad, no cambian significativamente a 
los 24 meses. El análisis de otros factores circulantes muestra que los niveles 
de leptina y TAG en sangre también aumentan durante el envejecimiento. 
Como podemos observar en la figura 2, existe un aumento progresivo de los 
niveles de leptina con la edad que alcanza significatividad en animales de 
24 meses (p<0,01). Este aumento parece ser consecuencia del aumento de 
adiposidad, que ya es significativo en ratas de 8 meses de edad. Estos datos 
confirman la presencia de resistencia central a la leptina en los animales 
viejos y el desarrollo de hiperleptinemia compensatoria (Fernández-Galaz, C 
et al., 2002). En cambio, los niveles de TAG muestran un aumento rápido a 
los 8 meses sin que haya un incremento posterior, lo que se correlaciona con 
el comportamiento del índice de adiposidad. Por el contrario, los niveles de 
AG en sangre no aumentan con la edad, observándose incluso un descenso 
significativo a edades avanzadas. 



























Figura 1. Caracterización del modelo experimental de rata Wistar.
A. Evolución del peso corporal con la edad en ratas alimentadas ad libitum (AL, 
línea azul) y aplicando un protocolo de restricción calórica moderada durante 3 
meses (RC, líneas verdes).B. Pesos medios de los grupos experimentales. Los 
datos están expresados como media ± SEM, con n=10-15 ratas por grupo. *** 




Algunos de los cambios desarrollados durante el envejecimiento pueden ser 
revertidos en parte mediante la aplicación de un protocolo de RC moderada 
durante 3 meses. En este trabajo se han utilizado dos grupos de RC: un grupo 
de RC temprana, que comprende desde los 5 hasta los 8 meses; y un grupo 
de RC tardía, que abarca desde los 21 a los 24 meses. En ambos grupos se 
obtiene una reducción del peso corporal del 19% y 15% para animales de 8 
y 24 meses respectivamente, comparados con su grupo control AL como se 
aprecia en la figura 1. Esta intervención reduce a su vez los niveles de leptina, 
TAG y AG libres en ambos grupos, según se ilustra en la figura 2.
 
Figura 2. Medidas de los principales parámetros metabólicos presentes 
en suero.
La extracción de los sueros se realizó tras ayuno nocturno. El análisis de la varianza 
entre los grupos alimentados AL mostró la existencia de diferencias significativas 
asociada al envejecimiento. * p<0,05; ** p<0,01 y *** p< 0,001 respecto al 
grupo control 3-AL. El análisis de los efectos de la RC indica las diferencias respecto 





















































































Numerosos trabajos en varios modelos de experimentación y en humanos 
relacionan el incremento de la adiposidad con la aparición de resistencia a 
insulina (Gabriely, I et al., 2002). Para estudiar si los cambios corporales 
asociados al envejecimiento modifican la sensibilidad general a insulina en 
la rata Wistar, analizamos la sensibilidad a insulina mediante un test de 
tolerancia a insulina. En la figura 3 podemos observar la variación de los 
niveles de glucosa durante 60 minutos tras la inyección ip de insulina (0,5 
UI/kg). El grupo 24-AL presenta un aumento muy significativo del área bajo 
la curva (p<0,01) respecto al resto de grupos de edad. Esto indica que la 
sensibilidad a insulina está disminuida a edades avanzadas y que la rata Wistar 
desarrolla resistencia global a insulina con la edad. El análisis del efecto de la 
RC sobre la tolerancia a insulina muestra que a las dos edades estudiadas esta 
intervención es efectiva y produce un incremento de la sensibilidad a insulina. 
En las ratas de 8 meses de edad sometidas a RC, la sensibilidad a insulina es 
mayor incluso que en las ratas jóvenes (figura 3, p<0,05 al comparar 3-AL 
vs. 8-RC), mientras que en los animales de 24 meses de edad la RC restaura 


























Figura 3. Cambios en la sensibilidad a insulina con la edad y la RC.
La sensibilidad a insulina se determinó mediante el test de tolerancia a 
insulina, midiendo los niveles de glucosa durante 60 minutos tras una inyección 
intraperitoneal (ip) de insulina (0,5 UI/kg) . Las datos representan el área bajo la 
curva, expresado como la media ± SEM en unidades arbitrarias, con n=4-6 ratas 




2. CARACTERIZACIÓN DEL MÚSCULO ESQUELÉTICO DE RATA 
WISTAR: EFECTO DE LA EDAD Y LA RC.
Dado que los músculos pueden presentar diferentes características 
metabólicas en función del tipo de fibras que los componen, usamos dos tipos 
musculares diferentes, que se caracterizan por poseer un contenido de fibras 
fundamentalmente homogéneo: el músculo soleus, compuesto principalmente 
por fibras de tipo I; y el extensor digitorum longus (EDL) como prototipo de 
un músculo de fibras de tipo IIa (Johnson, MA et al., 1973). 
Análisis de la capacidad de almacenamiento de lípidos en el A. 
músculo esquelético de la rata Wistar.
Una de las principales diferencias entre ambos tipos de músculo radica en 
su metabolismo y en su mayor o menor capacidad de usar AG como fuente de 
energía. Considerando que hay un aumento del índice de adiposidad y TAG en 
sangre con la edad, estudiamos la capacidad de almacenamiento de lípidos 
en forma de gotas lipídicas dentro de estas fibras musculares mediante una 
tinción histológica con Oil Red O, colorante que tiñe los lípidos neutros. Como 
se observa en la figura 4, el músculo soleus acumula una mayor cantidad de 
lípidos que el EDL. A los 24 meses de edad, ambos músculos muestran un 
gran incremento de lípidos intramiocelulares. La RC provoca un descenso de 
los lípidos almacenados en el músculo soleus tanto a edades tempranas como 
tardías. Sin embargo, el músculo EDL no presenta diferencias significativas 
entre los grupos AL y RC. Este músculo, debido a su metabolismo más 
anaeróbico, no acumula grandes cantidades de lípidos. Sin embargo, como 
observa en la figura 4, el EDL en situaciones de alta adiposidad, puede llegar a 
acumular lípidos en el interior de las fibras musculares. Esto podría representar 
un mecanismo mediante el cual se intenta reducir el exceso de TAG y AG 
circulantes, usando otros tejidos menos especializados en la acumulación 
de lípidos. Estos resultados confirman que la capacidad de acumulación de 
lípidos intramiocelulares es dependiente del tipo de fibra muscular.
Análisis de la expresión de enzimas implicadas en el metabolismo B. 
lipídico muscular.
En la figura 5 se muestran los patrones de expresión relativa de los mRNA 
de diferentes proteínas implicadas en el metabolismo lipídico. Los resultados 
se muestran referidos a la expresión observada en el grupo control (3-AL) y 
clasificados en dos grupos: enzimas lipogénicas y enzimas lipolíticas.
En términos generales, del análisis de los datos de expresión se puede 
inferir que:
 i) El músculo soleus no muestra grandes variaciones con la edad y/o la RC 
en la expresión de las enzimas del metabolismo lipídico, mientras que el EDL 
presenta mayores variaciones con la edad;
 ii) En ambos músculos la expresión de las enzimas lipogénicas tiende a 

















































































Figura 4. Efecto de la edad y la RC en el almacenamiento de lípidos 
intramiocelulares.
A. Fotografías representativas de lípidos intramiocelulares en cortes transversales 
de músculo soleus y EDL, tras tinción histológica con Oil red O. La barra indica 
una distancia de 100 µm. B. Cuantificación de los lípidos intramiocelulares teñidos 
positivamente con Oil red O. Los resultados están expresados como la media ± 
SEM del porcentaje del área total fotografiada, obtenida de 3-5 fotografias de 
cada rata, con n=4 ratas por grupo. * p<0,05 y *** p<0,0001 respecto al grupo 
3-AL de cada músculo; ## p<0,001 entre los grupos RC y AL de la misma edad.
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 iii) La RC temprana tiende a reducir la expresión de la mayoría de las 
enzimas analizadas, afectando de forma mas significativa a las enzimas 
lipolíticas. La RC tardía provoca algunos cambios en soleus, donde parece 
inducir un ligero descenso de la expresión de la mayoría de la enzimas de 
ambos tipos. En conjunto, estos resultados parecen ser acordes al acúmulo 
de lípidos visto anteriormente y el aumento de TAG circulantes con la edad .
El análisis de la expresión de los transportadores de AG estudiados, FATP 
y CD36, refleja una mayor expresión con la edad. En soleus es el FATP el 
transportador que se expresa a un mayor nivel en animales de 24 meses, 
mientras que en EDL es el CD36 el transportador que se mantiene elevado en 
ratas de mayor edad. En cualquier caso, el acúmulo de lípidos intramiocelulares 
observados a edades avanzadas en ambos músculos parece estar mediado 
por una mayor disponibilidad de sistemas de transporte de AG.
Respecto a DAGT-1, enzima implicada en la formación de TAG, no se aprecian 
cambios significativos con la edad, ni en soleus ni en EDL, lo que sugiere 
que no desempeña un papel relevante en el acúmulo de lípidos asociado al 
envejecimiento. 
La ACC, enzima implicada en la síntesis de malonil-CoA, solo experimenta un 
aumento importante en EDL en el grupo 24-AL. Esto sugiere que en este tipo 
muscular podría tener un papel favorecedor del almacenamiento de lípidos 
al incrementar el nivel de malonil-CoA, que provoca la inhibición de CPT-1B, 
lo que reduce la β-oxidación de AG. La disminución a los 24 meses de la 
expresión de la MCD, enzima responsable de la descarboxilación del malonil-
CoA apoya la idea de la contribución del malonil-CoA a la inhibición de la 
oxidación mitocondrial de lípidos.
En lo que concierne a las enzimas lipolíticas los datos de la figura 5 indican 
que su expresión no experimenta variaciones relevantes con la edad en 
el soleus, mientras que en EDL la expresión de HSL y de MCD disminuye 
significativamente en animales viejos. Esto implica una menor degradación 
de TAG y de malonil-CoA. Dado que la síntesis de malonil-CoA por la ACC 
está incrementada, puede postularse que en animales viejos se producirá una 
mayor inhibición de la CPT-1B y consecuentemente del transporte de AG a la 
mitocondria para su oxidación.
La RC temprana induce en mayor medida un disminución de los sistemas de 
transporte de AG así como un descenso en soleus de DGAT-1, responsable de 
la esterificación del DAG. Paradójicamente, la expresión de HSL y de CPT-1B 
así como la de MCD se encuentran disminuidas en los dos tipos musculares, 
lo que podría contribuir a contrarrestar los cambios observados en los 
sistemas de transporte de AG. Respecto a la RC tardía, los datos de la figura 5 
indican una ausencia de cambios significativos en EDL con la excepción de la 
disminución de ACC que se ve compensada por la menor expresión de CPT1B. 
Por el contrario, en soleus se observa una disminución en la expresión de las 
enzimas lipogénicas que no alcanza significatividad estadística, compensada 
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Figura 5. Análisis de la expresión relativa de los mRNA de las principales 
enzimas implicadas en el metabolismo lipídico en el músculo esquelético: 
efecto de la edad y la RC. 
La expresión de los mRNAs se cuantificó mediante la técnica realtime PCR (ver 
Materiales y Métodos) y se normalizó en función de la  observada en el grupo 
control 3-AL. Los resultados se expresan como la media ± SEM de las veces 
de expresión de 3 experimentos independientes, con n=4-6 ratas por grupo. * 
p<0,05 y ** p<0,001 entre los grupos indicados.
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Análisis de la expresión de proteínas de las vías de señalización C. 
de insulina y leptina en músculo esquelético.
En la figura 6 se muestran los niveles de expresión de las principales 
proteínas implicadas en la señalización de insulina y de leptina en el músculo 
de ratas Wistar. La expresión de estas proteínas con el envejecimiento y/o 
la RC no muestra cambios significativos, con la excepción de SOCS-3, cuya 
expresión está elevada en músculos de animales de 24 meses de edad y no 
muestra variación tras la RC tardía. Esto indica una posible reducción de la 



























































































































Figura 6. Análisis de la expresión de proteínas de las vías de señalización 
de insulina y leptina en el músculo esquelético.
La cantidad de proteína se corrigió por la cantidad de la proteína GAPDH expresada 
en el mismo individuo. Los datos esta expresados como la media ± SEM de las 
veces de expresión respecto a la media del grupo control 3-AL, obtenidas de 4 
experimentos independientes con n=5-7 muestras por cada grupo.  ** p<0,001 y 







3. ESTUDIO DE LA ACCIÓN DE INSULINA EN EL MÚSCULO 
ESQUELÉTICO.
Estudio de la acción aguda de insulina A. in vivo en el músculo 
esquelético.
Con el fin de estudiar si la acción de insulina sobre el músculo varía a 
diferentes tiempos, se analizó el efecto de una dosis suprafisiológica de 
insulina intravenosa (10 UI/kg) a los 5, 10 y 20 minutos tras la inyección iv 
de la hormona, sobre la estimulación de la señal celular en ratas de 3 meses 
de edad.
En la figura 7 se muestra la variación temporal de la acción de la insulina 
en los dos tipos de músculo analizados. Como puede observarse en ella, la 
insulina in vivo induce la fosforilación de IRβ e IRS-1 en residuos de tirosina, 
así como la fosforilación de Akt en su residuo Ser473, mientras que en ausencia 
de estímulo no se detecta ninguna señal de fosforilación. La cuantificación de 
la respuesta temporal a la insulina indica que a los 5 minutos se obtiene la 
respuesta máxima tanto en soleus como en EDL. La comparación del efecto 
de insulina sobre ambos músculos demuestra que el soleus es más sensible y 
tiene una respuesta más persistente en el tiempo.
Figura 7. Variación con el tiempo de la acción de insulina in vivo sobre el 
músculo esquelético.
A. Blots representativos de la estimulación de la vía de señalización de insulina 
tras la inyección iv de insulina (10 UI/kg) a los tiempos indicados. La fosforilación 
de los residuos de tirosina de IRβ e IRS-1 se determinó a partir de extractos 
totales inmunoprecipitados con anticuerpos anti-pTyr. Los blots de IRβ, IRS-1 y Akt 
muestran la cantidad total de cada proteína. B. Cuantificación de la estimulación 
de la fosforilación de IRβ, IRS-1 y Akt inducida por insulina in vivo. Los valores 
de fosforilación de cada proteína fueron corregidos por la cantidad total de la 
misma y posteriormente referidos al valor observado a los 5 min de estimulación, 
considerado como el 100%. Los datos se expresan como la media ± SEM de 
3 experimentos independientes, con n= 3 ratas por cada condición. * p<0,05 
respecto al valor en 5 min para la misma proteína
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 Los resultados en EDL muestran que a partir de los 10 minutos la acción 
de insulina sobre Akt desciende significativamente y que a los 20 minutos 
esta disminución afecta tanto a la fosforilación de Akt como a la de IRS-1. A 
raíz de estos resultados establecimos un tiempo de 5 minutos para estudiar 
el efecto de insulina en el resto de grupos de edad y dieta.
Acción de la insulina B. in vivo: Efecto de la edad y la RC en la 
señalización intracelular inducida por insulina en músculo.
Las figuras 8-10 muestran el efecto de la insulina in vivo a los 5 minutos 
sobre la fosforilación de IRβ, IRS-1 y Akt en todos los grupos experimentales. 
Tanto en soleus como en EDL se observa una disminución con la edad de la 
fosforilación inducida por insulina en las tres proteínas implicadas en la acción 
de la hormona. En soleus dicha disminución es significativa en IRβ y Akt a los 
8 meses de edad, mientras que en EDL la acción de la hormona disminuye 
significativamente sólo en los animales de 24 meses. 
A. 24 meses8 meses3 meses 24 meses RC8 meses RC
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Figura 8. Acción de la insulina in vivo: efecto de la edad y la RC en la 
fosforilación en tirosina de IRβ. 
A. Blots representativos de la fosforilación de IRβ	inducida por insulina. Extractos 
totales de músculo obtenidos 5 min después de la inyección iv de insulina (10 
UI/kg) fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-pTyr. B. Cuantificación 
de la fosforilación de IRβ referida al valor medio del grupo 3-AL. Los datos se 
expresan como media ± SEM de las veces de estimulación, correspondientes 
a 4 experimentos independientes,  con n=5-6 ratas por cada grupo. * p<0,05 







El análisis del efecto de la RC muestra que tanto el soleus como el EDL 
experimentan cambios similares en el nivel de fosforilación de las tres proteínas. 
La RC sólo es efectiva en animales de 8 meses de edad, en los cuales el nivel 
de fosforilación de las tres proteínas está aumentado respecto a su grupo 
control, 8-AL. El soleus se muestra más sensible al efecto de la RC temprana 
que el EDL, mostrando aumentos mayores en los niveles de fosforilación de 
las tres proteínas. Este efecto de la recuperación de la sensibilidad a insulina 
provoca que los niveles de fosforilación de IRS-1 y Akt superen incluso al 
observado en ratas control de 3 meses de edad. Sin embargo, la RC tardía 
no produce ningúna variación de la fosforilación en respuesta a insulina en 
ninguna de las tres proteínas analizadas repsecto a su grupo control 8-AL.
A.
B.
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Figura 9. Acción de la insulina in vivo: efecto de la edad y la RC en la 
fosforilación en tirosina de IRS-1. 
A. Blots representativos de la fosforilación inducida por insulina de IRS-1. La 
imagen muestra la cantidad de IRS-1 tras la inmunoprecipitación con anticuerpos 
anti-pTyr de extractos totales de músculo obtenidos 5 min después de la inyeción 
iv de insulina (10 UI/kg). B. Cuantificación de la fosforilación de IRS-1 referida 
al valor medio del grupo 3-AL. Los datos se expresan como la media ± SEM de 
las veces de estimulación, correspondientes a 4-5 experimentos independientes, 
con n=5-6 ratas por cada grupo. * p<0,05 respecto a 3-AL. # p<0,05 respecto al 
grupo AL de la misma edad.
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Estudio del transporte de glucosa inducido por insulina C. ex vivo.
Una vez establecidos los cambios en la señalización de insulina en músculo 
debidos al envejecimiento y la RC, nos plantemos si dichos cambios podrían 
reflejarse en la alteración del transporte de glucosa estimulado por insulina 
en el músculo. Para ello determinamos la incorporación de 2-DOG en strips 
de músculos incubados ex vivo en presencia o ausencia de insulina. Los 
resultados recogidos en la figura 11 muestran que la insulina estimula el 
transporte de glucosa de forma significativa respecto al transporte basal 
en los dos tipos musculares. El transporte basal en ausencia de insulina no 
muestra variaciones con la edad ni la RC. Si se compara el transporte en ambos 
músculos se observa que el soleus tiene una mayor capacidad de incorporar 
glucosa que el EDL en presencia de la misma dosis de insulina. En la figura 
se observa cómo el envejecimiento produce un descenso de la capacidad de 
la insulina para estimular el transporte de glucosa en ambos músculos. En 
concordancia con lo observado para la fosforilación de IRβ y Akt, el efecto de 
la insulina sobre el transporte de glucosa disminuye significativamente en el 
soleus procedente de animales de 8 meses de edad, disminución que es aun 
mayor a los 24 meses de edad. En cambio, el descenso de la incorporación de 
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Figura 10. Acción de la insulina in vivo: efecto de la edad y la RC en la 
fosforilación en serina de Akt. 
A. Blots representativos de la fosforilación inducida por insulina en el residuo 
Ser473 de Akt de extractos totales de músculo obtenido 5 min después de la 
inyección iv de insulina (10 UI/kg). B. Cuantificación de la fosforilación en Ser473 
de Akt, normalizada por la cantidad total de Akt (blots no mostrados) y referida 
al valor medio del grupo 3-AL. Los datos se expresan como la media ± SEM, 
correspondiente a 4 experimentos independientes, con n=5-6 ratas por cada 








Los músculos de ratas de 8 meses sometidas a RC muestran un incremento 
de la sensibilidad a insulina, alcanzando valores similares a los del grupo 
control de 3 meses de edad. Por el contrario la RC tardía no provoca cambios 
en la sensibilidad a insulina, no existiendo diferencias en la estimulación 
por insulina del transporte de glucosa respecto al grupo 24-AL para ambos 
músculos.
Figura 11. Transporte de glucosa ex vivo: efecto de la edad y la RC en el 
transporte inducido por insulina.
A. Incorporación de 2-DOG durante 20 minutos en strips de músculos esquelético 
en presencia o ausencia de insulina (100 nM). Los datos se expresan como la 
media ± SEM en nmoles/g de músculo de 5-7 experimentos independientes, con 
n= 4-6 ratas por grupo. B. Estimulación por insulina del transporte de 2-DOG. Los 
datos se expresan en veces de estimulación respecto al transporte basal de cada 
grupo experimental. *, p<0,05 respecto a los valores del grupo de 3-AL del mismo 
tipo muscular. #, p<0,05 respecto a los valores del grupo AL de la misma edad.
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4. EFECTO DIRECTO DE LEPTINA SOBRE EL MÚSCULO 
ESQUELÉTICO.
El desarrollo de la resistencia a insulina con la edad está probablemente 
causado por diversas variaciones propias del envejecimiento, tales como los 
cambios de composición corporal, el metabolismo energético u otros. Entre 
los cambios observados en la rata Wistar durante el envejecimiento destaca 
el aumento de la adiposidad visceral y de los niveles de leptina en sangre. 
Trabajos previos de nuestro grupo pusieron de manifiesto que la leptina 
ejerce un efecto inhibitorio sobre la acción de insulina en el tejido adiposo, 
bien actuando de forma central a través del hipotálamo y el SNC o bien 
actuando directamente sobre el tejido adiposo (Pérez, C et al., 2004; Bonzón-
Kulichenko, E et al., 2011). Aunque es conocido que la acción hipotalámica 
de leptina ejerce un efecto sensibilizador a insulina en el resto de tejidos 
periféricos, cabe la posibilidad de que su acción directa tenga un efecto 
inhibitorio sobre la acción de insulina en el músculo esquelético. Dado que 
la rata Wistar desarrolla resistencia central a leptina con la edad, asociada a 
niveles muy elevados de leptina en sangre, nos planteamos si el desarrollo 
de la resistencia a insulina en músculo con la edad podría estar relacionado 
con una acción directa de la leptina sobre el mismo. Por consiguiente nos 
planteamos estudiar si el soleus y el EDL muestran respuesta a la acción 
directa de leptina y si modifica de algún modo la respuesta muscular a la 
insulina.
Análisis de la expresión de proteínas implicadas en la señalización A. 
de leptina en músculo esquelético.
En la figura 12 se muestran los patrones de expresión relativa en el 
músculo esquelético del mRNA de las principales proteínas implicadas en la 
vía de señalización de leptina. En terminos generales no se observan grandes 
variaciones en la expresión de las proteínas analizadas en los dos músculos 
estudiados.
El músculo esquelético expresa las dos principales isoformas del receptor 
de leptina, Ob-Ra y Ob-Rb, si bien la expresión en EDL de la isoforma Ob-Ra 
queda fuera de los limites detectables por esta técnica. Ambos receptores 
muestran una tendencia a disminuir con la edad en ambos músculos, si 
bien el descenso no llega a alcanzar significatividad estadística. La RC, a 
ambas edades, induce una ligera recuperación de su expresión hasta niveles 
similares a las del grupo de 3 meses de edad, pero sin que existan diferencias 
significativas de expresión respecto a sus respectivos grupos controles.
El patrón de expresión del principal efector de la señal de leptina, Stat-3, 
no muestra variación alguna ni con la edad y ni tras la RC en ambos 
músculos. En cambio, la expresión de las isoformas α1 y α2 de AMPK, varia 
de forma significativa en el EDL. En este tipo muscular, AMPKα1 aumenta 
significativamente a los 24 meses de edad, mientras que AMPKα2 aumenta a 
los 8 meses de edad para luego descender. Este patrón diferencial para cada 
isoforma está presente también en soleus pero sin llegar a ser significativo. 








Por ultimo, la expresión de SOCS-3, principal regulador negativo de la acción 
de la leptina, no presenta variación con la edad y/o la RC en soleus. En 
cambio, en EDL su expresión esta aumentada en animales de 24 meses de 
edad, sin que la RC a ninguna edad modifique el nivel de expresión. Esto 
coincide con el aumento del nivel de proteína SOCS-3 mostrado en la figura 
6, lo que indicaría una posible resistencia a la acción de la leptina en este tipo 
muscular solo a edades avanzadas. 

























































































































Figura 12. Expresión relativa de los mRNA de las proteínas que 
participan en la vía de señalización de leptina en el músculo esquelético: 
efecto de la edad y la RC.
La expresión de los mRNAS se cuantificó mediante la técnica realtime PCR (ver 
Materiales y Métodos) y se normalizó en función de la observada en el grupo control 
3-AL. Los resultados se expresan como la media ± SEM de las veces de expresión 
respecto al grupo control, de 3 experimentos independientes con n=4-6 ratas por 
grupo. * p<0,05 entre los grupos indicados. N.D: valor no determinado, 
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Efecto directo de la leptina B. in vivo sobre el músculo esquelético.
Basándonos en trabajos previos de otros grupos de investigación 
(Minokoshi, Y et al., 2002) y teniendo en cuenta que el músculo esquelético 
expresa ambas formas del Ob-R, se diseñó un experimento para analizar 
la acción directa de la leptina sobre el músculo, minimizando sus efectos 
centrales. Para ello se utilizó una dosis alta de leptina (0,5 mg/kg) inyectada a 
través de la vena femoral en ratas de 3 meses de edad. Tras 20 min se analizó 
su efecto en ambos tipos musculares. Como se puede observar en la figura 
13 los datos no reflejan cambios significativos en el nivel de fosforilación de 
Stat3 o en la expresión de SOCS-3. Sin embargo, sí se observa un aumento 
significativo de la fosforilación de AMPKα en el residuo Thr172, lo que refleja 
la existencia de una respuesta a la acción de leptina tanto en soleus como en 
EDL. Los datos indican que dicha respuesta es ligeramente superior en soleus 
en comparación con la observada en EDL (1,72 ± 0,06 vs. 1,49 ± 0,13 veces 












































Figura 13. Efecto directo de leptina in vivo sobre el 
músculo esquelético.
A. Extractos totales de soleus y EDL de ratas de 3 meses 
tratados con suero salino (Basal) o leptina (0,5 mg/kg) 
administrada iv  durante 20 minutos, fueron analizados usando 
anticuerpos específicos contra las proteínas indicadas. Los 
residuos foforilados analizados fueron: Tyr705 para STAT3, y 
Thr172 para AMPKα.
B. Cuantificación del efecto de la leptina. En el caso de pStat-3 
y pAMPKα, la fosforilación observada se corrigió por la cantidad 
de proteína total y se normalizó respecto al valor basal (valor 
1, línea discontinua). En el caso de SOCS-3, su expresión se 
corrigió por la expresión de GADPH. Los datos se expresan 
como la media ± S.E.M. de las veces de estimulación respecto 
al valor basal, de 3 experimentos independientes con n=4-5 
ratas para cada tratamiento. ‡ indica la existencia de un efecto 







Efecto de la edad y la RC en la acción directa de la leptina C. in 
vivo.
Una vez establecido que la leptina estimula la fosforilación de AMPKα 
actuando directamente sobre el músculo esquelético, analizamos este 
efecto en el resto de grupos experimentales. En la figura 14 se muestra la 
cuantificación de la fosforilación de AMPKα inducida por leptina respecto a 
la fosforilación basal. En ella puede observarse que el grado de fosforilación 
es  mayor en el soleus que en el EDL. En ambos músculos se produce un 
descenso con la edad de la fosforilación de AMPKα, que es significativo a los 
8 meses de edad en soleus, y a los 24 meses en EDL. De forma similar a los 
resultados anteriores, solo la RC temprana tiene efecto sobre la sensibilidad 
a leptina, pero en este caso de forma diferente para cada tipo muscular. Así, 
en el soleus, la RC temprana produce un aumento del nivel de fosforilación 
hasta un nivel similar al de 3 meses, mientras que en EDL provoca el efecto 
contrario, observándose una reducción significativa de la fosforilación respecto 
al grupo 8-AL. 
A. 24 meses8 meses3 meses 24 meses RC8 meses RC


















































Figura 14. Efecto directo de leptina in vivo sobre la estimulación de 
AMPKα en músculo: efecto de la edad y la RC.
A. Blots representativos de la fosforilación en Thr172 de AMPKα	en extractos totales 
de músculo obtenidos 20 min despues de la inyección iv de leptina (0,5 mg/kg). 
B. Estimulación por leptina de la fosforilación de AMPKα. El nivel de fosforilacion 
de AMPK se corrigió por la cantidad total de AMPK y está referido al valor medio 
de la muestras basales de cada grupo en ausencia de estímulo. Los datos se 
expresan en veces de estimulación y son la media ± SEM de 3 experimentos 
independientes, con n=4-6 ratas por grupo. * p<0,05 y ** p<0,01 respecto al 




Efecto directo de leptina D. in vivo sobre la vía de señalización de 
insulina en el músculo esquelético.
Múltiples trabajos han descrito la interacción entre las vías de señalización 
de leptina e insulina. Dado que la leptina actúa de forma directa sobre el 
músculo, decidimos explorar el efecto directo de una dosis elevada de leptina 
in vivo sobre la vía de señalización de insulina en músculos de ratas de 3 meses 
de edad. Como se muestra en el figura 15 la leptina, actuando directamente, 
no estimula la fosforilación en tirosina de IRβ ni la fosforilación de Akt en 
Ser473. En cambio, si estimula la fosforilación en residuos de tirosina de IRS-1, 
aunque el nivel de fosforilación inducido por leptina es inferior al que provoca 
la insulina in vivo. 
El análisis de este efecto en el resto de grupos experimentales se recoge en 
la figura 16. En ella se muestra la estimulación de la fosforilación de IRS-1 en 
tirosina por leptina, referida al nivel de fosforilación producido por insulina in 
vivo en músculos de ratas de 3 meses de edad. Como se observa en el grupo 
3-AL, el efecto estimulante de la leptina es menor que el de la insulina (62% 
y 43% del nivel alcanzado por insulina, para soleus y EDL, respectivamente) 
y también disminuye con la edad, especialmente a los 24 meses de edad. 
Esta disminución no llega a ser significativa debido que el efecto de leptina 
sobre la fosforilación de IRS-1 es muy reducido en todos los grupos de edad. 
La RC no ejerce ningún cambio sobre este efecto de la leptina, excepto en 
EDL de ratas de 8 meses de edad bajo RC, en las que la fosforilación de IRS-1 
estimulada por leptina es prácticamente nula. Este resultado coincide con la 
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Figura 15. Comparación del efecto in vivo de leptina e insulina, sobre 
la fosforilación de proteínas implicadas en la vía de señalización de 
insulina en el músculo esquelético de ratas de 3 meses de edad.
Blots representativos donde se compara el efecto de insulina (10 UI/kg, 5 min) y 
leptina (0,5 mg/kg20 min) administradas iv, sobre la fosforilacion de IRβ, IRS-1 y 
Akt(Ser473) en extractos totales de soleus y EDL, respecto a la ausencia de estímulo 








Inducción del transporte de glucosa por acción directa de E. 
leptina.
Varios grupos han descrito que la leptina estimula el transporte de glucosa 
de forma independiente de insulina (Kamohara, S et al., 1997; Ceddia, RB et 
al., 1998a). Dado que la mayor parte de estos datos proviene de estudios en 
modelos celulares in vitro, nos planteamos ensayar si la leptina, actuando de 
forma directa sobre strips de músculo ex vivo, puede estimular el transporte 
de glucosa. Como ilustra la figura 17, la leptina es capaz de inducir la 
incorporación de glucosa en músculos aislados de forma independiente de la 
insulina. Dicha estimulación es, al igual que la estimulación de la fosforilación 
de IRS-1, inferior a la producida por la insulina. 
La capacidad de la leptina de estimular el transporte desciende con la 
edad. Este descenso es significativo en soleus a los 8 meses de edad y a los 
24 meses en EDL. La RC temprana mejora la estimulación por leptina de la 
incorporación de glucosa solamente en el soleus, aumentando e igualando 
la captura de glucosa observada en el grupo control 3-AL. En cambio, en 
EDL esta RC no modifica la estimulación del transporte de glucosa por 
leptina. Igualmente, la RC tardía no tiene efecto en ninguno de los músculos 
ensayados.
A. 24 meses8 meses3 meses 24 meses RC8 meses RC
















































Figura 16. Estimulación por leptina de la fosforilación de IRS-1 en músculo: 
efecto de la edad y la RC.
A. Blots representativos de la fosforilación en residuos de tirosina de IRS-1 en 
presencia o ausencia de leptina administrada iv (0,5 mg/kg). Extractos totales 
de musculos, obtenidos 20 min despues de la inyección iv, se inmunoprecipitaron 
con anticuerpos anti-pTyr B. Cuantificación de la fosforilación de IRS-1 inducida 
por leptina. Los datos se expresan como media ± SEM, referidos al valor medio 
de la fosforilación de IRS-1 inducida por insulina en músculos de 3-AL (línea azul 
discontinua) y son la media de 3 experimentos independientes, con n= 4-6 ratas 
por grupo. # p<0,05 respecto al grupo AL de la misma edad.
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Figura 17. Estimulación por leptina del transporte de glucosa en strips 
de músculo: efecto de la edad y la RC.
A. Incorporación de 2-DOG durante 20 minutos en músculo esquelético incubado 
en presencia o ausencia de leptina (5 nM). Los datos se expresan como nmoles/g 
de músculo y son la media ± SEM de 5-7 experimentos independientes, con n= 4-6 
ratas por grupo. B. Estimulación por leptina del transporte de 2-DOG. Los datos 
se expresan en veces de estimulación respecto al transporte basal de cada grupo. 
* p<0,05 y ** p<0,01 respecto a la estimulación observada en el grupo control 







5. EFECTO DE LA ACCIÓN DIRECTA DE LEPTINA SOBRE LA ACCIÓN 
DE INSULINA EN EL MÚSCULO ESQUELÉTICO. 
Dado que el músculo esquelético presenta diferentes respuestas a la acción 
directa de la leptina, se investigó si dicha acción interfiere de algún modo con 
la acción de insulina en el músculo, tanto in vivo como ex vivo, tal como se 
ha observado en éste y otros tejidos (Sweeney, G et al., Endocrinology 2001)
(Pérez, C et al., Diabetes 2004). Para ello se analizó la acción de insulina 
tras un pretratamiento con una alta dosis de leptina. Este tratamiento simula 
un estado hiperleptinémico tal como acontece en la rata Wistar a edad 
avanzada. 
Efecto del pretratamiento con leptina sobre la acción de insulina A. 
in vivo en músculos de ratas de 3 meses de edad.
En los estudios in vivo se usaron las mismas dosis de leptina e insulina 
empleadas anteriormente, y 20 min después de la inyección iv de leptina, se 
administró insulina iv durante 5 min. El análisis de los niveles de fosforilación 
de las principales proteínas de la vía de señalización de insulina en músculos 
de ratas de 3 meses de edad se muestra en la figura 18. 
Como se puede comprobar, el pretratamiento con leptina altera la 
señalización de la insulina in vivo, produciendo un descenso de la fosforilación 
de IRβ inducida por insulina de aproximadamente un 41% y un 20% en 
soleus y EDL respectivamente, aunque solo alcanza significatividad en el 
soleus. Por otro lado, la fosforilación de IRS-1 estimulada por insulina se ve 
incrementada en el músculo soleus un 58% tras el tratamiento con leptina. 
En cambio, en el EDL este aumento de la fosforilación de IRS-1 es de sólo un 
25%, no siendo significativo respecto a la estimulación con insulina sola. La 
ausencia de inhibición de la fosforilación de IRS-1 por el pretratamiento con 
leptina puede deberse a la capacidad de leptina de estimular por si misma la 
fosforilación de IRS-1, lo que impide observar, si existe, un efecto inhibitorio 
sobre la señal de insulina. Sin embargo, este aumento de fosforilación de 
IRS-1 producido por el pretratamiento con leptina no se ve reproducido en los 
niveles de fosforilación de Akt en ninguno de los dos tipos musculares, que no 
varían respecto a los niveles inducidos por insulina.
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Efecto de la edad y la RC en las alteraciones producidas por el B. 
pretratamiento con leptina en la acción de insulina in vivo en el 
músculo.
A continuación nos planteamos si el descenso de la sensibilidad del músculo 
a ambas hormonas con el envejecimiento modifica estos resultados. Para ello 
analizamos por separado las variaciones de la acción de insulina en cada una 
de las proteínas implicadas en su vía de  señalización antes descritas. Las 
figuras 19-21 muestran el efecto del tratamiento previo con leptina sobre la 
estimulación in vivo con insulina de la fosforilación de IRβ, IRS-1 y Akt en 































































Figura 18. Efecto del tratamiento con leptina sobre la vía de señalización 
de insulina in vivo en el músculo esquelético.
A. Blots representativos de la fosforilación de IRβ, IRS-1 y Akt en extractos 
totales de músculo de ratas de 3 meses de edad, inducida por el tratamiento con 
insulina in vivo (10 UI/kg, 5 min) después de un tratamiento previo con leptina 
(0,5 mg/kg, 20 min). B. Cuantificación de la fosforilación inducida por insulina 
en IRβ, IRS-1 y Akt tras el tratamiento previo con leptina. Los datos muestran el 
valor medio de fosforilación de cada proteína corregido por la cantidad total de 
ésta y normalizado respecto al valor medio de la estimulación con insulina (valor 
1, línea azul). Los datos se expresan como media ± SEM, de 4 experimentos 








Como puede observarse en figura 19, el efecto inhibitorio de leptina sobre 
la estimulación de la fosforilación de IRβ por insulina solo es observable en 
el músculo soleus y únicamente en los grupos de animales que muestran 
una mayor sensibilidad a la insulina (grupos 3-AL y 8-RC). En el resto de 
grupos experimentales este efecto no es observable, aunque no implica 
necesariamente una ausencia de la acción de leptina, sino que puede 
deberse al descenso de la acción de insulina observado a partir de los 8 
meses de edad en soleus y que impide una disminución mayor por efecto del 
pretratamiento con leptina. En lo que respecta al EDL, la leptina no parece 
ejercer un efecto significativo sobre la acción de insulina en ninguno de los 
grupos experimentales estudiados, indicando un comportamiento diferencial 
en función del tipo muscular. Este comportamiento diferencial también se 
observa entre ambos tipos musculares tras la RC a los 8 meses de edad. En 
soleus, el pretratamiento con leptina bloquea completamente la fosforilación 
de IRβ inducida por insulina. Por el contrario, en EDL el pretratamiento con 
leptina no bloquea la acción de insulina, sino que incluso la aumenta hasta 
un nivel similar al grupo control de 3 meses de edad. Este comportamiento 
dependiente del tipo muscular es similar al observado en la estimulación de 
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Figura 19. Efecto del tratamiento previo con leptina sobre la fosforilación 
de IRβ inducida por insulina in vivo en músculo: efecto del envejecimiento 
y la RC.
A. Blots representativos de la fosforilación en tirosina de IRβ.	Extractos totales 
de músculo obtenidos tras el tratamiento con insulina (10 UI/kg, 5 min) o con 
leptina (0,5 mg/kg, 20 min) + insulina (10 UI/kg, 5 min) inyectadas iv, fueron 
inmunoprecipitados con anticuerpo anti-pTyr. B. Cuantificación de la fosforilación 
de IRβ. La fosforilación de las muestras estimuladas se corrigió por la cantidad de 
proteína total de IRβ y se normalizó respecto al valor medio del grupo 3-AL tratado 
con insulina. Los datos se expresan en veces de estimulación y son la media ± 
SEM de 3-4 experimentos independientes, con n=4-6 ratas por grupo. ** p<0,01 
respecto al nivel de 3-AL con el mismo tratamiento; # p<0,05 respecto al grupo 
8AL de la misma edad y con el mismo tratamiento, y ‡ p<0,05 entre tratamientos 
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Figura 21. Efecto del tratamiento previo con leptina sobre la fosforilación 
de Akt inducida por insulina in vivo en músculo: efecto del envejecimiento 
y la RC.
A. Blots representativos de la fosforilación en Ser473 de Akt	en extractos totales de 
músculo obtenidos tras el tratamiento con insulina (10 UI/kg, 5 min) o con leptina 
(0,5 mg/kg, 20 min) + insulina (10 UI/kg, 5 min) inyectadas iv. B. Cuantificación 
de la fosforilación de Akt. La fosforilación de las muestras estimuladas se corrigió 
por la cantidad total de Akt y se normalizó respecto al valor medio del grupo 3-AL 
tratado con insulina. Los datos se expresan en veces de estimulación y son la 
media ± SEM de 3-4 experimentos independientes, con n=4-6 ratas por grupo. 
** p<0,01 respecto al nivel de 3-AL con el mismo tratamiento; # p<0,05 respecto 
al grupo 8AL de la misma edad y con el mismo tratamiento, y ‡ p<0,05 entre 
tratamientos con insulina y leptina + insulina.
Figura 20. Efecto del tratamiento previo con leptina sobre la fosforilación de 
IRS-1 inducida por insulina in vivo en músculo: efecto del envejecimiento 
y la RC.
A. Blots representativos de la fosforilación en tirosina de IRS-1.	Extractos totales 
de músculo obtenidos tras el tratamiento con insulina (10 UI/kg, 5 min) o con 
leptina (0,5 mg/kg, 20 min) + insulina (10 UI/kg, 5 min) inyectadas iv, fueron 
inmunoprecipitados con anticuerpo anti-pTyr. B. Cuantificación de la fosforilación 
de IRS-1. La fosforilación de las muestras estimuladas se corrigió por la cantidad 
de proteína total de IRS-1 y se normalizó respecto al valor medio del grupo 3-AL 
tratado con insulina. Los datos se expresan en veces de estimulación y son la 
media ± SEM de 3-4 experimentos independientes, con n=4-6 ratas por grupo. 
* p<0,5 y ** p<0,01 respecto al nivel de 3-AL con el mismo tratamiento; 
# p<0,05 respecto al grupo 8AL de la misma edad y con el mismo tratamiento; 
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En el caso de los niveles de fosforilación en tirosina de IRS-1, recogidos 
en la figura 20, se observa como el pretratamiento con leptina produce un 
aumento de la fosforilación inducida por insulina, aunque solo es significativo 
de nuevo, en soleus de 3 meses de edad y en soleus de 8 meses tras la RC. 
En el resto de grupos de edad y dieta para soleus y en todos los grupos 
experimentales del EDL no hay cambios en la acción de la insulina sobre la 
fosforilación de IRS-1. La intensidad del aumento de la fosforilación de IRS-1 
en el soleus del grupo 8-RC es muy significativa y refuta la idea de que el 
nivel de fosforilación de IRS-1 alcanzado tras el pretratamiento sea debido a 
la adición de los efectos de leptina e insulina.
La figura 21 recoge los niveles de fosforilación de Akt en respuesta a 
los estímulos. En ella solo se observa la alteración de la acción de insulina 
por el pretratamiento con leptina en el músculo soleus tras la RC a los 8 
meses de edad, donde la estimulación de la fosforilación por insulina está 
reducida significativamente. Esto implica que el aumento de la fosforilación 
de IRS-1 descrito en soleus del grupo 8-RC no conlleva la transmisión de esa 
señal hasta el nivel de Akt. De nuevo, el músculo EDL no muestra ninguna 
alteración de la acción de insulina al nivel de la fosforilación de Akt por efecto 
del pretratamiento con leptina.
Efecto del pretratamiento con leptina C. ex vivo en la incorporación 
de glucosa inducida por insulina en músculo aislado.
Con el fin de profundizar en el estudio de los efectos directos de leptina 
sobre la acción de insulina en el músculo esquelético, se analizó el efecto del 
pretratamiento ex vivo de strips de músculo con altas dosis de leptina sobre 
la capacidad de la insulina de estimular la captura de glucosa.
En la figura 22 se compara el transporte inducido por insulina con o 
sin pretratamiento con leptina en todos los grupos experimentales. En ella 
podemos observar como en el soleus el pretratamiento con leptina provoca 
una disminución de la estimulación del transporte de glucosa estimulado 
por insulina en animales de 3 meses de edad. Esto coincide con los efectos 
observados tras el tratamiento in vivo con leptina en la estimulación por insulina 
de la fosforilación de IRβ y Akt. Este efecto de inhibición de leptina sobre el 
transporte inducido por insulina desaparece en músculos de animales de 8 y 
24 meses, posiblemente debido al descenso de la acción de insulina en estos 
mismo grupos. En ratas de 8 meses de edad sometidas a RC, caracterizadas 
por tener una mayor sensibilidad a insulina, se puede observar un efecto 
inhibidor del pretratamiento con leptina sobre la estimulación del transporte 
de glucosa por insulina, tanto en soleus como en EDL. En el resto de los grupos 
de edad y dieta el músculo EDL no muestra diferencias significativas entre el 
transporte de glucosa estimulado por insulina con y sin pretratamiento previo 














































































Figura 22. Efecto del preincubación con altas dosis de leptina en la 
incorporación de glucosa inducida por insulina en strips de músculos: 
efecto del envejecimiento y la RC.
Incorporación de 2-DOG durante 20 min en strips de músculo soleus (A.) y EDL 
(B.) tratados ex vivo con insulina 100 nM (barras azules) o con leptina 5 nM 
durante 20 min antes del tratamiento con insulina (barras naranjas). Los datos 
se expresan en veces de estimulación respecto al transporte basal en ausencia 
de estímulo y son la media ± SEM de 4-7 experimentos independientes, con 
n=4-6 ratas por grupo. * p<0,05 y ** p<0,001 respecto al valor medio del grupo 
3-AL tratado con insulina. # p<0,05 respecto al grupo AL de la misma edad y 
tratamiento; y ‡ p<0,05 entre los tratamientos insulina y leptina + insulina en el 







6. POSIBLE PAPEL DE p38 EN LA INTERACCIÓN DE LAS SEÑALES DE 
LEPTINA E INSULINA EN MÚSCULO.
Como se detalla en la introducción, existe una gran controversia sobre 
la posibilidad de que p38 intervenga en el proceso de captura de glucosa 
estimulado por insulina. Algunos grupos de investigación han propuesto que 
la acción de insulina provoca la fosforilación de p38 y que esta activación 
es necesaria para el correcto transporte de glucosa mediado por GLUT-4, 
si bien la mayoría de estos trabajos utilizaron modelos celulares in vitro y 
el inhibidor especifico de p38, el SB203580, que provoca la disminución del 
transporte de glucosa estimulado por insulina. Partiendo de estos hechos, 
quisimos investigar si p38 interviene en los mecanismos de interacción de 
la acción de insulina y leptina en el músculo esquelético que hemos descrito 
anteriormente.
Efecto de insulina y leptina en la fosforilación de p38 en el A. 
músculo de ratas de 3 meses de edad.
Para este estudio se utilizaron las mismas muestras usadas para el análisis 
in vivo de la acción de insulina y leptina. La figura 23 muestra el nivel de 
fosforilación de los residuos Thr180 y Tyr182 de p38 en músculos de ratas de 3 
meses de edad. La insulina in vivo estimula su nivel de fosforilación respecto al 
nivel basal, tanto en soleus (62%) como en EDL (71%). En cambio, la acción 
directa de la leptina reduce su nivel de fosforilación un 40% aproximadamente 
en ambos músculos con respecto al basal, pero no llega a alcanzar diferencias 
significativas en ninguno de los dos casos. El pretratamiento con una alta 
dosis de leptina in vivo produce una inhibición de la estimulación con insulina 
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Figura 23. Efecto del tratamiento in vivo con insulina, leptina o leptina + 
insulina  sobre la fosforilación de p38 en músculo esquelético.
A. Blots representativos de la fosforilación en Thr180 y Tyr182 de p38 y de la cantidad 
total de proteína en extractos totales de músculo soleus y EDL de ratas de 3 meses 
de edad obtenidos tras la inyección iv con insulina (10 UI/kg, 5 min), leptina (0,5 
mg/kg, 20 min) o leptina + insulina (mismas dosis y tiempos). B. Cuantificación 
de la fosforilación de p38, corregida en función de la cantidad total de proteína. 
Los valores se expresan como media ± SEM de las veces de estimulación respecto 
a la observada en ausencia de estímulo, de 4 experimentos independientes, con 
n=4-6 ratas por cada tratamiento. ‡ p<0,05 entre las condiciones señaladas
94
RESULTADOS
Efecto de la edad y la RC sobre la acción de insulina y leptina B. 
sobre la fosforilación de p38 en músculo. 
En las figuras 24 y 25 se muestran los efectos del tratamiento in vivo con 
insulina, leptina o leptina antes de insulina sobre la fosforilación de p38 en el 
resto de grupos experimentales. La cuantificación de estos efectos se realizó 
respecto a los niveles de fosforilación en condiciones basales de cada grupo. 
En ambas figuras se observa cómo la insulina estimula la fosforilación de p38 
y cómo este efecto desciende con la edad, siendo la reducción significativa 
a los 24 meses de edad en ambos músculos. De acuerdo con los resultados 
de la acción de insulina in vivo en el músculo, la RC temprana aumenta 
de forma muy significativa la fosforilación inducida por insulina en ambos 
músculos respecto a su control de edad, sobrepasando los niveles del grupo 
control de 3 meses de edad. Este aumento de la sensibilidad a insulina y de la 
fosforilación de p38 es mayor en soleus que en EDL, con un aumento de 2.5 
y 2.2 veces respecto al basal del grupo 8-RC, respectivamente. 
La acción directa de leptina sobre el músculo produce una reducción de 
la fosforilación de p38 respecto al nivel basal de fosforilación de cada grupo 
experimental, la cual no muestra variación ni con la edad ni con la RC en 
ambos músculos analizados. 
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Figura 24. Efecto del envejecimiento y la RC sobre la capacidad de 
estimulación de la fosforilación de p38 mediante tratamientos in vivo con 
insulina, leptina o leptina + insulina en soleus.
A. Blots representativos de la fosforilación en Thr180 y Tyr182 de p38 en extractos 
totales de músculo soleus obtenidos tras la inyección iv de insulina (10 UI/kg), 
leptina (0,5 mg/kg, 20 min) o leptina + insulina a las mismas condiciones. B. 
Cuantificación de la fosforilación de p38, corregida por la cantidad de proteína 
total (blots no mostrados). Los resultados se expresan como la media ± SEM de 
las veces de estimulación de la fosforilación respecto a la observada en condiciones 
basales para cada grupo experimental, y corresponden a 3-4 experimentos 
independientes, con n=4-6 ratas por grupo. * p<0,05 respecto a 3-AL tratado con 
insulina. # p<0,05 respecto al nivel del grupo AL de la misma edad; y ‡p<0,05 







Estos resultados parecen contradecir el desarrollo de resistencia periférica 
a leptina con la edad descrito anteriormente y sugieren que el efecto inhibitorio 
de la leptina sobre la fosforilación de p38 no está afectado por la edad ni la 
RC. Esto implica a su vez que el mecanismo celular de esta inhibición deber 
ser diferente al de otras acciones producidas por la leptina, tales como la 
estimulación de la fosforilación de AMPK e IRS-1 y del transporte de glucosa
Sin embargo este mecanismo si afecta a la acción de la insulina sobre 
p38 , dado que el pretratamiento con leptina bloquea la fosforilación de p38 
inducida por insulina, pero solo en los grupos experimentales que muestran 
mayor sensibilidad a esta hormona. Si se observan las figuras 24 y 25, el 
bloqueo de la estimulación por insulina de la fosforilación de p38 sólo es 
significativo en ambos músculos de ratas de 3 meses de edad y a los 8 
meses tras la RC. La capacidad de bloqueo del pretratamiento con leptina 
parece ser similar en ambos músculos, mostrando una reducción del nivel 
de fosforilación de p38 del 27% y del 33% respecto al nivel inducido por 
insulina en soleus y EDL de ratas de 3 meses de edad, respectivamente. Esta 
capacidad de reducción disminuye con la edad y no alcanza significatividad, 
debido posiblemente a la disminución de la acción de insulina sobre esta 
proteína. En cambio, cuando se recupera la sensibilidad a insulina tras la RC 
temprana, este efecto inhibitorio es aun mayor, alcanzando el 44% (soleus) y 
45% (EDL) respecto al nivel de fosforilación estimulado por insulina.
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Figura 25. Efecto del envejecimiento y la RC sobre la capacidad de 
estimulación de la fosforilación de p38 mediante tratamientos in vivo con 
insulina, leptina o leptina + insulina en EDL.
A. Blots representativos de la fosforilación en Thr180 y Tyr182 de p38 en extractos 
totales de músculo EDL obtenidos tras la inyección iv de insulina (10 UI/kg), 
leptina (0,5 mg/kg, 20 min) o leptina + insulina a las mismas condiciones. B. 
Cuantificación de la fosforilación de p38, corregida por la cantidad de proteína 
total (blots no mostrados). Los resultados se expresan como la media ± SEM de 
las veces de estimulación de la fosforilación respecto a la observada en condiciones 
basales para cada grupo experimental, y corresponden a 3-4 experimentos 
independientes, con n=4-6 ratas por grupo. * p<0,05 respecto a 3-AL tratado con 
insulina. # p<0,05 respecto al nivel del grupo AL de la misma edad; y ‡p<0,05 
entre los tratamientos señalados.
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Papel de p38 en el transporte de glucosa inducido por insulina.C. 
Como ya ha sido referido, existe gran controversia sobre la implicación de 
p38 en la exocitosis y activación de GLUT-4, en la estimulación por insulina 
del transporte de glucosa. Con el fin de confirmar la posible relación entre 
la inhibición de la estimulación por insulina de la fosforilación de p38 y del 
transporte de glucosa, utilizamos dos inhibidores específicos de la activación 
de p38 en el estudio del transporte de glucosa estimulado por insulina en 
músculos de ratas de 3 meses de edad.
El SB203580 es un inhibidor específico de p38 derivado de los imidazoles 
del cual se ha descrito que tiene una IC50 igual o menor de 1 µM. Para no 
modificar las condiciones experimentales de nuestro protocolo, los strips de 
músculo se pretrataron con SB203580 antes del estímulo con insulina, de 
forma similar al pretratamiento con leptina. Las concentraciones del inhibidor 
ensayadas fueron 1 y 10 µM. En la figura 26.A se muestra como el tratamiento 
con SB203580 10 µM no modifica el transporte de glucosa en ausencia de 
insulina. En cambio, el pretratamiento con SB203580 produce una inhibición 
del transporte inducido por insulina de forma dosis dependiente, que es 
significativo en ambos tipos músculos con la concentración mas alta (10 
µM).
Dado que el efecto de SB203580 ha sido cuestionado en estudios previos 
de la estimulación del transporte de glucosa en líneas celulares sensibles a 
insulina (Antonescu, CN et al., 2005; Ribé, D et al., 2005) se utilizó el mismo 
protocolo experimental con un inhibidor diferente: el BIRB 796, un compuesto 
derivado de la urea. Hasta el momento no existen datos sobre su utilización en 
experimentos de este tipo, por lo que, a pesar de que su IC50 es del rango nM, 
decidimos usarlo con las mismas concentraciones que el SB203580. Debido a 
su naturaleza apolar, se usó DMSO al 0,01% como vehiculo, el cual se añadió 
a todas las condiciones del ensayo, para no modificar significativamente el 
transporte de glucosa. En la figura 26.B se observa cómo el pretratamiento 
con BIRB 796, usando dos concentraciones diferentes, bloquea parcialmente la 
incorporación de glucosa inducida por insulina en músculo EDL. Sin embargo, 
en soleus el efecto del BIRB 796 fue diferente: la dosis inferior (1 µM) bloquea 
la acción de insulina, pero la dosis superior (10 µM) no modifica la acción de 
insulina. Este efecto puede ser debido al uso de una concentración demasiado 
elevada del inhibidor que esté actuando de forma no especifica sobre otras 
proteínas en este músculo. Este dato dispar deberá ser estudiado con más 
profundidad.
Los datos obtenidos utilizando los inhibidores de p38 sugieren que esta 
proteína es necesaria para la correcta estimulación del transporte de glucosa 
por insulina. Por otro lado, el pretratamiento con leptina inhibe la fosforilación 
de p38 estimulada por la insulina, lo que podría estar relacionado con el 
efecto de altas dosis de leptina en la inhibición del transporte de glucosa 
inducido por insulina en músculo esqueletico. El mecanismo de acción de la 
leptina sobre p38 parece ser indirecto e independiente de los efectos de esta 
hormona sobre la fosforilación de AMPK e IRS-1 y sobre su capacidad de 

























































































Figura 26. Efecto de la inhibición de p38 en el transporte de glucosa 
inducido por insulina en músculo esquelético de ratas de 3 meses.
A. Estructura del compuesto SB203580 y cuantificación de su efecto en la 
incorporación de glucosa inducida por insulina en strips de soleus y EDL incubados 
ex vivo en presencia de los estímulos indicados. Los resultados se expresan como 
la media ± SEM de las veces de estimulación de la incorporación de 2-DOG durante 
20 minutos respecto al transporte basal. ‡ p<0,05 y ‡‡ p<0,001 respecto al 
nivel de estimulación por insulina para el mismo tipo muscular. B. Estructura del 
compuesto BIRB 796 y cuantificación de su efecto en la incorporación de glucosa 
inducida por insulina en strips de soleus y EDL incubados ex vivo en presencia de 
los estímulos indicados. Los resultados se expresan como la media ± SEM de las 
veces de estimulación de la incorporación de 2-DOG durante 20 minutos respecto 
al transporte basal. ‡ p<0,05 y ‡‡ p<0,001 respecto al nivel de estimulación por 
insulina para el mismo tipo muscular.
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7. COMPARACIÓN DE LOS EFECTOS CENTRALES Y PERIFÉRICOS DE 
ALTAS DOSIS DE LEPTINA EN RATAS DE 3 MESES DE EDAD.
Los datos presentados en este trabajo sobre el efecto inhibitorio de una 
dosis alta de leptina in vivo y ex vivo en la acción de insulina en el músculo 
esquelético parecen contradecir la idea general de que la leptina es un factor 
que sensibiliza frente a la acción de insulina. Para analizar esta cuestión 
con mayor profundidad, planteamos un experimento que nos permitiera 
comprobar la diferencia entre las acciones central y periférica de la leptina, 
sobre la acción de insulina en el músculo.
Mediante la implantación intracerebroventricular (icv) de mini bombas 
osmóticas en ratas de 3 meses de edad pudimos estudiar el efecto del 
tratamiento crónico y central con dos dosis de leptina (0,2 y 10 µg/dia). Al 
término de este tratamiento central ensayamos la captura de glucosa en 
strips de músculos ex vivo con los mismos estímulos anteriormente descritos: 
insulina 100 nM, leptina 5 nM y una preincubación con leptina de 20 minutos 
previa a la estimulación con insulina con las mismas dosis. De esta forma, el 
tratamiento central, a través del eje hipotálamo – SNC, queda separado de 
los efectos directos de la leptina en el músculo esquelético
A. Efectos fisiológicos del tratamiento central con leptina.
Resultados previos de nuestro grupos indican que el tratamiento central con 
leptina produce un descenso de la ingesta y del peso corporal (Fernández-
Galaz, C et al., 2002; Bonzón-Kulichenko, E et al., 2011). Las figuras 27 
y 28 confirman estos efectos. El tratamiento central durante 7 días con 
leptina produce un descenso de la ingesta media diaria que llega a ser muy 
significativo con la dosis mayor de leptina (10 µg/d). Este descenso de la 
ingesta está asociado a una reducción del incremento de peso (296 ± 13,2 g 
vs. 325 ± 7,6 g en el día 7 entre el grupo leptina 10 µg/d y el grupo control, 
respectivamente. p<0,05 mediante test T de Student) y de los niveles de 
glucosa. 
Figura 27. Acción central de leptina: efecto sobre la ingesta.
A. Ingesta diaria antes y después del tratamiento central. Los valores muestran 
el promedio de la ingesta diaria durante 6 y 7 días, antes y después de la infusión 
icv de suero salino o de dos dosis diferentes de leptina. ** p<0,001.
B. Variación de la ingesta media diaria tras el tratamiento icv con suero salino o 
dos dosis diferentes de leptina. Los datos se expresan como media ± SEM de n=6 






















































La glucemia tras ayuno nocturno desciende de forma significativa tras el 
tratamiento central con la dosis más alta de leptina (129,33 ± 4,09 vs. 96,8 
± 4,7 mg/dl, antes y después del tratamiento respectivamente. p=0,0389 
mediante test T-Student pareado). En cambio, el tratamiento central con 
suero salino y con la dosis menor de leptina (0,2 µg/d) no indujo cambios 
significativos entre los niveles de glucemia antes y después del tratamiento 
(p>0,05 mediante test t-Student pareado para ambos casos).
 B.Efectos del tratamiento central con leptina en la sensibilidad  
 a insulina en el músculo esquelético.
Junto a los cambios fisiológicos descritos, analizamos si la acción central de 
la leptina incrementa la sensibilidad del músculo esquelético frente a insulina. 
La figura 29 muestra la incorporación de glucosa estimulada por insulina en 
músculo esquelético tras el tratamiento central con leptina. En ella se observa 
que el tratamiento central con la dosis mayor de leptina (10 µg/d) produce 
un incremento de la sensibilidad a la insulina en el soleus. Por el contrario, 
en el EDL no se aprecia una mejora de la sensibilidad a la insulina tras el 
tratamiento central con leptina.
Figura 28. Acción central de leptina: efecto sobre el peso corporal.
Evolución del peso durante el tratamiento icv con suero salino o con dos dosis 
diferentes de leptina. Los datos corresponden al peso medio ± SEM de n=6 ratas 
por cada tratamiento, y se expresan como el porcentaje respecto al peso en el día 
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C. Comparación de los efectos centrales y periféricos de leptina  
 sobre la sensibilidad a insulina en el músculo esquelético. 
Por último, estudiamos si el efecto inhibitorio del transporte de glucosa 
estimulado por insulina causado por la acción directa de leptina ex vivo 
es modificado por el aumento de la sensibilidad a insulina resultante del 
tratamiento central con leptina. La figura 30 recoge los resultados de la 
incorporación de glucosa en strips de músculo tras dicho tratamiento central 
con leptina, usando las mismas condiciones para los estímulos que en 
anteriores experimentos. 
En ella se observa como el soleus responde mejor a los estímulos ex vivo y a 
los efectos causados por el tratamiento central con leptina. Sin embargo, el EDL 
no muestra ninguna diferencia significativa en el transporte de glucosa ni entre 
los tratamientos ex vivo ni entre los tratamientos intracerebroventriculares. 
Si se analizan los resultados del soleus, podemos extraer varias conclusiones: 
a) la sensibilidad a insulina aumenta tras el tratamiento central con leptina 
(ver también figura 24); b) el soleus parece que también aumenta su 
sensibilidad a leptina: la incorporación de glucosa inducida por leptina sola 
muestra una tendencia a aumentar tras el tratamiento central, que no llega 
a ser significativa entre los grupos; y c) el pretratamiento con una dosis alta 
de leptina ex vivo bloquea parcialmente el transporte inducido por insulina, 
independientemente de la mejora de la sensibilidad a insulina obtenida por el 
tratamiento central con leptina. 
Figura 29. Efecto del tratamiento central con leptina sobre la sensibilidad 
a insulina del músculo esquelético.
Incorporación de 2-DOG durante 20 min en strips de soleus y EDL obtenidos 
de ratas de 3 meses tratadas icv con suero salino o dos dosis de leptina (0,2 y 
10 µg/d), incubados ex vivo en ausencia o presencia de insulina (100 nM). Los 
datos se expresan en nmoles/g de tejido, y corresponden a la media ± SEM de 4 
experimentos independientes, con n=6 ratas por tratamiento. * p<0,05 entre los 









































Este último experimento nos permite afirmar que la leptina, a dosis altas, 
puede ejercer diferentes efectos sobre la acción de insulina en el músculo: 
señalizando centralmente en el hipotálamo, la leptina reduce la ingesta, el peso 
corporal y los niveles de glucosa. Estos cambios fisiológicos son acompañados 
por un aumento de la sensibilidad a la insulina en el músculo, que provoca 
aumento del transporte de glucosa inducido por insulina. Paralelamente, la 
acción directa de altas dosis de leptina bloquea parcialmente el transporte de 
glucosa inducido por insulina. 
Figura 30. Efecto directo de una dosis alta de leptina en la estimulación 
del transporte de glucosa ex vivo tras el tratamiento central con leptina. 
Incorporación de 2-DOG durante 20 min en strips de soleus y EDL, obtenidos 
de ratas de 3 meses tratadas icv durante 7 días con suero salino o dos dosis de 
leptina (0,2 y 10 µg/d). Los strips fueron incubados ex vivo con insulina (100 
nM), leptina (5 nM) o leptina + insulina a las mismas dosis. Los resultados se 
expresan en nmoles/g de tejido de 2-DOG incorporada, y son la media ± SEM de 
5-6 experimentos independientes, con n=6 ratas por cada condición. * p<0,05 


































ICV Salino ICV Lept 0,2 ICV Lept 10
EDL




















Los resultados presentados en este trabajo de investigación muestran 
nuevos detalles sobre desarrollo de la resistencia a insulina en la rata Wistar 
durante el envejecimiento. En él hemos estudiado el desarrollo de dicha 
resistencia a la insulina en el músculo esquelético y cómo influyen los cambios 
corporales asociados a la edad en su aparición y desarrollo. La persistencia 
de resistencia periférica a insulina en el tiempo da lugar a una situación 
de intolerancia a la glucosa, la cual puede desembocar en el desarrollo 
de  hiperglicemia y diabetes tipo II, patología cuya incidencia aumenta 
considerablemente en la edad avanzada. 
Nuestro grupo de investigación viene usando desde hace años la rata 
Wistar como modelo experimental de envejecimiento. El uso de modelos 
experimentales de roedores permite la investigación de enfermedades 
metabólicas gracias a la homogeneidad de su fondo genético y de las 
condiciones ambientales (Chen, D et al., 2005). La rata Wistar se ha mostrado 
como una excelente modelo experimental para el estudio de la resistencia a 
insulina asociada al envejecimiento, ya que otras estirpes de rata desarrollan 
hiperinsulinemia a edades avanzadas (Goodman, MN et al., 1983; Barzilai, 
N et al., 1995) Esta diferencia permite discernir si los cambios observados 
en la acción de insulina son de carácter primario o simple consecuencia de 
la hiperinsulinemia. En este caso, la rata Wistar mantiene la normoglucemia 
y la normoinsulinemia hasta edades avanzadas, lo que permite su uso como 
modelo fisiológico para el estudio de las alteraciones metabólicas previas a la 
alteración de la homeostasis de la glucosa.
No obstante, la rata Wistar se caracteriza por una aumento del peso corporal 
con la edad, asociado a un incremento significativo del nivel de adiposidad 
visceral que está presente desde los 8 meses de edad y que permanece 
estable hasta los 24 meses (Escrivá, F et al., 2007; Horrillo D, et al,. 2011). 
Estos cambios corporales van a su vez acompañados de un aumento de 
los niveles circulantes de leptina y triglicéridos. Sin embargo, este nivel 
de adiposidad no puede considerarse como obesidad patológica y es muy 
inferior al observado en otros modelos como la rata fa/fa (Zucker, LM et al., 
1972) o la WDF (Carrascosa, JM et al., 2001). Con el fin de delimitar los 
efectos propios del envejecimiento de aquéllos derivados del aumento de la 
adiposidad visceral, en éste trabajo, como en anteriores, se ha empleado un 
modelo de RC moderada durante 3 meses en animales de 5 y 21 meses de 
edad. Este protocolo reduce el índice de adiposidad en las ratas a los 8 y 24 
meses hasta niveles similares a los observados en ratas jóvenes, y permite 
un descenso en la concentración en sangre de leptina, TAG y AG.
El análisis de la sensibilidad global a la insulina mediante el test de tolerancia 
a insulina pone de manifiesto una reducción significativa de la misma con 
la edad. Aunque se aprecia un leve incremento de los niveles de glucosa en 
ayunas con la edad, puede considerarse que la glucemia se mantiene dentro 
de un rango de normalidad. Además, dicho incremento no va acompañado de 
cambios significativos en la concentración plasmática de insulina lo que nos 
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permite afirmar que las ratas viejas estudiadas en este trabajo no presentan 
alteraciones en el control de la homeostasis de glucosa y se encuentran 
en un estado fisiológico que puede considerarse como prediabético. La RC 
moderada provoca una mejora de la sensibilidad a insulina tanto en animales 
de 8 como de 24 meses. Estos datos confirman estudios previos del grupo en 
los que se puso de manifiesto el deterioro de la sensibilidad global a insulina 
utilizando el test de tolerancia a glucosa o la técnica del anclaje euglicémico-
hiperinsulinémico (Escrivá, F et al., 2007). Nuestro estudio utilizando el test 
de tolerancia a insulina revela, sin embargo, una mejora en la sensibilidad 
a insulina tras la RC en animales de 24 meses, mejora que no se traduce 
en una mayor tolerancia a glucosa o en el incremento de la captura global 
de la misma, tal como indicaban los estudios previos mencionados (Escrivá, 
F et al., 2007) Estos resultados requieren más estudios para explicar esta 
discrepancia.
Trabajos previos de nuestro grupo de investigación permiten resumir la 
secuencia temporal de hechos implicados en la aparición de la resistencia a 
insulina en este modelo de envejecimiento. Los estudios mediante la técnica 
de clamp euglicémico-hiperinsulinémico demostraron que el tejido adiposo es 
el primer órgano en desarrollar resistencia a insulina a los 8 meses (Escrivá, 
F et al., 2007). Trabajos paralelos describieron la presencia de resistencia 
a la acción de insulina en el hipotálamo en animales de 8 meses de edad 
(García-San Frutos, M et al., 2007). Por el contrario, la disminución de la 
captura de glucosa en músculo en condiciones de hiperinsulinemia sólo se 
observa en animales de 24 meses de edad y en músculos mayoritariamente 
rojos (Escrivá, F et al., 2007). En el presente trabajo se aborda el estudio 
de los mecanismos implicados en el desarrollo de resistencia a insulina en 
músculo esquelético. Dada la complejidad de este tejido, que incluye en su 
composición diferentes proporciones de distintos tipos de fibras, las cuales 
difieren a su vez en su metabolismo y en su sensibilidad a la insulina, en este 
estudio se han analizado los cambios en la acción de insulina en músculo 
con predominio de fibras de tipo I (soleus) y en músculo mayoritariamente 
compuesto por fibras de tipo IIa (EDL).
Un hecho particularmente relevante observado en estudios anteriores es la 
aparición de resistencia central a la leptina con la edad (Fernández-Galaz, 
C et al., 2002; Peralta, S et al., 2002) y que es común a otras estirpes 
de rata (Scarpace, PJ et al., 2001). La acción central de la leptina ha sido 
propuesta como un factor que induce la sensibilidad periférica a la insulina por 
lo que la resistencia central a la leptina podría tener como consecuencia un 
empeoramiento de la respuesta muscular a la insulina. Además, estudios en 
adipocitos aislados y en otros tipos celulares han puesto de manifiesto que la 
acción directa de leptina puede inducir una disminución de la respuesta celular 
a la insulina. Dado que las ratas de 24 meses presentan hiperleptinemia, en 
este trabajo se ha explorado la posibilidad de que los elevados niveles de 
leptina circulante con la edad contribuyan al desarrollo o mantenimiento de la 







A. Acción de insulina sobre el músculo esquelético.
En el presente trabajo se ha estudiado la acción de insulina sobre el músculo 
esquelético in vivo tras la inyección intravenosa de la hormona, analizando 
los cambios en la fosforilación de proteínas implicadas en la transducción 
de su señal temprana tales como IRβ, IRS-1 y Akt. Adicionalmente, se ha 
estudiado el efecto de la insulina sobre la captura de glucosa en strips de 
músculo aislados e incubados ex vivo con la hormona. La inyección de una 
dosis suprafisiológica de insulina provoca una fosforilación máxima de las 
tres proteínas mencionadas tras un período de 5 minutos. Aunque otros 
autores han utilizado tiempos mayores de estimulación, la fosforilación de 
estas proteínas en músculo ha sido observada a tiempos cortos en diversos 
trabajos anteriores (Weigert, C et al., 2005; Dubé, JJ et al., 2011). Nuestros 
datos revelan que la estimulación de la señal de insulina muestra una mayor 
persistencia temporal en soleus que en EDL.
El análisis de la fosforilación de IRβ, IRS-1 y Akt tras 5 minutos de estimulación 
in vivo con insulina permite observar que está disminuida en las tres 
proteínas con la edad, lo que indica el desarrollo de resistencia a insulina con 
el envejecimiento. Esta disminución se observa a los 8 meses de edad en el 
músculo soleus, mientras que en EDL la reducción de la fosforilación de las 
tres proteínas analizadas solo es significativa a los 24 meses. Estos resultados 
son coincidentes con los observados en adipocitos aislados (Molero, JC et al., 
2002) y en hipotálamo (García-San Frutos, M et al., 2007) de ratas viejas y 
reafirman la idea de que la resistencia a insulina durante el envejecimiento es 
debida a cambios en la estimulación de las proteínas de la zona proximal al 
receptor de insulina y del receptor mismo. Por otra parte, nuestros resultados 
demuestran que existe un comportamiento diferencial entre los distintos 
tipos musculares. Así, el deterioro de la señal insulínica parece tener lugar 
primeramente en los músculos oxidativos y desarrollarse con posterioridad 
en los mayoritariamente glucolíticos. De hecho, trabajos previos de nuestro 
grupo estudiando la estimulación de la señal de insulina en quadriceps 
(mayoritariamente glucolítico), no detectaron cambios significativos en la 
fosforilación de estas proteínas en respuesta a insulina in vivo (Serrano, R et 
al., 2009).
El análisis del transporte de glucosa estimulado por insulina ex vivo muestra 
también una reducción con la edad. El patrón temporal de esta disminución 
coincide plenamente con el descrito para la señalización intracelular, lo que 
permite afirmar que la inhibición de la señal de insulina es la causa de la 
reducción del transporte de glucosa estimulado por esta hormona en ambos 
tipos musculares durante el envejecimiento. Esta disminución del transporte 
de glucosa aparece primero en los músculos con un metabolismo más oxidativo 
y posteriormente en los músculos mayoritariamente glucolíticos.
Varios estudios en pacientes humanos con diabetes tipo II y en modelos 
de roedores han descrito la reducción de la expresión de algunas proteínas 
implicadas en la señalización de la insulina, tales como IRS-1 o GLUT-4 
(Carlson, CJ et al., 2003). El análisis de la expresión de diversas proteínas 
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implicadas en la transmisión de la señal de insulina, tales como IRβ, IRS-1, 
Akt o p38, llevado a cabo en este trabajo, no muestra la existencia de 
alteraciones significativas con la edad ni con la RC. En otro estudio realizado 
con ratas Fisher 334 X Brown Norway tampoco se observaron cambios con la 
edad en la expresión de IRS-1 (Sharma, N et al., 2010). Sin embargo, en un 
estudio previo de nuestro grupo en rata Wistar se observó un descenso en la 
expresión de IRS-1 en el quadriceps de animales de 24 meses (Serrano, R 
et al., 2009) lo que probablemente refleja características específicas de cada 
tipo muscular. A la vista de estos datos puede postularse que la resistencia 
a la insulina con la edad está motivada principalmente por defectos en la 
transmisión de la señal hormonal, si bien no podemos descartar por completo 
una disminución de la expresión de GLUT-4 que podría contribuir a este 
fenómeno. 
La resistencia a insulina en músculo ha sido relacionada con la acumulación de 
lípidos intracelulares (Goodpaster, BH et al., 2000) que provoca la presencia 
excesiva de compuestos derivados de su metabolismo tales como ceramidas 
y diacilgliceroles, cuyo papel en la inducción de resistencia a la insulina 
ha sido previamente demostrado (Coen, PM et al., 2009). Igualmente, la 
alteración de la función mitocondrial (Toledo, FGS et al., 2007) y la formación 
de productos derivados de una oxidación incompleta de los ácidos grasos han 
sido descritas como responsables de una señalización de insulina deficiente 
(Koves, TR et al., 2008). La determinación del contenido de lípidos refleja 
que existe un incremento con la edad en ambos tipos musculares, si bien 
este incremento es observable en soleus a los 8 meses mientras que en EDL 
sólo ocurre en animales de 24 meses de edad. Este hecho es compatible con 
la aparición en primer lugar de un deterioro de la señal de insulina en soleus 
y más tardíamente en EDL debido a un fenómeno de lipotoxicidad. Los datos 
de expresión de las enzimas lipogénicas y lipolíticas en animales de distintas 
edades obtenidos en este trabajo sugieren que existe una mayor captura de 
ácidos grasos circulantes con la edad, como consecuencia del incremento en 
la expresión de sus proteínas de transporte, además de un incremento de la 
capacidad lipogénica y una disminución de la lipolítica. Estos resultados podrían 
explicar las variaciones observadas en la acumulación de lípidos en el músculo 
con la edad, así como el menor nivel de ácidos grasos en sangre observado 
en animales viejos. Es de señalar que el aumento de los transportadores de 
ácidos grasos en EDL se produce principalmente en animales de 24 meses de 
edad, coincidiendo con el incremento del nivel de lípidos intracelulares y con 
la disminución de la señal de insulina en este tejido. Este músculo, debido 
a su metabolismo mas anaeróbico, está menos capacitado para la oxidación 
de lípidos en condiciones normales. Sin embargo, en situaciones de mayor 
adiposidad podría desempeñar un papel, junto con el soleus, como almacén 
ectópico de lípidos en un intento de contrarrestar el exceso de AG liberados 
por el tejido adiposo (McQuaid, SE et al., 2011). 
La aplicación de RC entre los 5 y los 8 meses de edad, además de reducir 
la adiposidad a niveles inferiores a la de los 3 meses, provoca un aumento 
significativo de la sensibilidad del músculo a insulina, que se manifiesta en 







y Akt en EDL. Estos aumentos en la señal de insulina van asociados a una 
mayor capacidad de transporte de glucosa en respuesta a la hormona. Por 
otra parte, la RC aplicada en una edad avanzada no produce ninguna mejora 
en la acción de la insulina, ni a nivel de fosforilación de las proteínas ni a 
nivel del transporte de glucosa. Estos resultados están en consonancia con lo 
observado para la sensibilidad global a insulina en respuesta a la RC (Escrivá, 
F et al., 2007; Carrascosa, JM et al., 2011).
Los cambios en la sensibilidad a insulina producidos por la RC temprana en 
soleus pueden explicarse parcialmente por la disminución en la cantidad de 
lípidos intracelulares, que es muy significativa a esa edad. Esta disminución 
parece ser debida principalmente a la disminución en la expresión de los 
transportadores implicados en la captura de AG y a una menor capacidad de 
esterificación de los mismos como se desprende de la menor expresión de 
DGAT-1. Sin embargo, se observa también una menor actividad lipolítica y un 
descenso del transporte de AG a la mitocondria para su oxidación. Este hecho 
puede ser el resultado de una adaptación metabólica al menor almacenamiento 
de AG. No obstante, el descenso de la oxidación mitocondrial de AG podría evitar 
la formación de productos parcialmente oxidados implicados en el desarrollo 
de la resistencia a insulina. La RC tardía también induce una reducción 
importante de los lípidos acumulados en ambos músculos, principalmente 
en soleus. No obstante, su nivel permanece por encima del observado en 
animales de 8 meses de edad lo que podría explicar la falta de efecto sobre la 
sensibilidad a insulina causada por la RC a edades avanzadas.
Los datos sobre la modificación de la señal de insulina en músculo con la 
edad difieren de los obtenidos previamente sobre el consumo de glucosa en 
condiciones de clamp euglicémico-hiperinsulinémico en cuanto a su desarrollo 
temporal (Escrivá, F et al., 2007). Así, mientras que la señal de insulina en 
soleus parece estar disminuida ya a los 8 meses de edad, la disminución de 
la captura de glucosa sólo se observaba en animales viejos en los estudios 
previos. Estos resultados parecen sugerir que la inhibición de la señal de 
insulina comienza a los 8 meses pero no tiene repercusión efectiva sobre el 
consumo de glucosa in vivo hasta que no se alcanza un nivel de inhibición 
mayor tal como ocurre en los animales viejos. En dichos estudios se analizó 
el músculo quadriceps como ejemplo de músculo glucolítico para el cual no 
se observó una disminución significativa de la captura de glucosa, lo cual 
coincide con la ausencia de inhibición de la señal de insulina en dicho músculo 
en animales viejos (Serrano, R et al., 2009). Respecto al EDL, un músculo 
mayoritariamente glucolítico también, de acuerdo a los resultados de este 
trabajo sabemos que experimenta una inhibición de la señal de insulina en 
animales de 24 meses de edad pero desconocemos si ello repercute en una 
disminución en la captura de glucosa en condiciones de clamp euglicémico-
hiperinsulinémico.
Estos resultados en su conjunto confirman datos previos de nuestro grupo 
postulan que la reducción de la sensibilidad a insulina en la rata Wistar está 
relacionada con el incremento en la adiposidad asociada al envejecimiento 
(Serrano, R et al., 2009; Carrascosa, JM et al., 2011). No obstante, a edades 
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avanzadas la disminución de la adiposidad no permite la recuperación de 
la sensibilidad a insulina, lo que sugiere la presencia de otros factores 
responsables de su persistencia en el tiempo. Además, estos resultados 
coinciden con los observados en trabajos en humanos (Karakelides, H et al., 
2009; Kaakelides H, Irving, BA et al. Diabetes 2010). 
B. Acción directa de la leptina sobre el músculo esquelético.
La leptina, además de su acción central en el hipotálamo, actúa directamente 
sobre múltiples tejidos que expresan los OB-R. La descripción de la expresión 
de receptores de leptina en el músculo y los efectos de la misma sobre líneas 
celulares y músculos aislados, sugieren que la leptina circulante puede tener 
un efecto sobre el tejido muscular (Minokoshi, Y et al., 2002; Fuentes, T et 
al., 2010). Dicho efecto podría ser especialmente relevante en el proceso de 
envejecimiento durante el cual se produce un aumento muy significativo de 
la concentración de leptina en sangre. En este trabajo se ha comprobado que 
tanto soleus como EDL expresan la isoforma Ob-Rb, mientras que la isoforma 
corta Ob-Ra solo es detectable en el soleus. Trabajos que han descrito la 
presencia de receptores de leptina en el músculo esquelético no hacen distinción 
entre tipos de fibras musculares (Akasaka, Y et al., 2010). Es posible que la 
expresión del Ob-Ra sea muy reducida en algunos tipos musculares, como en 
el caso del EDL. La expresión de las principales isoformas del Ob-R muestra 
una tendencia al descenso durante el envejecimiento y una recuperación de 
su expresión en ambos grupos de edad sometidos a RC. Por el contrario, la 
expresión de SOCS-3 muestra una tendencia a aumentar con la edad, sobre 
todo en EDL, lo que coindice con un aumento significativo de la presencia de 
SOCS-3 en ambos músculos a los 24 meses de edad. SOCS-3 actúa como 
un modulador negativo de la señal de leptina, impidiendo y/o terminando la 
transducción de la señal (Bjorbaek, C, 2000). Los cambios en la expresión de 
SOCS-3 y Ob-R parecen indicar que existe un descenso de la acción de leptina 
en el músculo con la edad. Trabajos previos de nuestro grupo caracterizaron 
la presencia de resistencia a leptina en el hipotálamo de ratas viejas debido 
al aumento de la expresión de SOCS-3 y la disminución del Ob-Rb (Peralta, 
S et al., 2002). Por otra parte, varios trabajos han descrito el descenso de la 
acción de leptina en el músculo en modelos de obesidad inducida mediane 
dieta grasa en rata y ratón (Liu, Y et al., 2006; Martin, TL et al., 2006). 
La leptina utiliza diversas vías de señalización intracelular para ejercer sus 
efectos. En el presente estudio se ha analizado el efecto de leptina sobre la 
fosforilación de AMPKα y de IRS-1, y sobre la estimulación del transporte 
de glucosa, en ambos tipos musculares, y las alteraciones debidas al 
envejecimiento y la restricción calórica. Nuestros datos revelan que la leptina 
in vivo estimula la fosforilación a tiempos cortos de AMPKα, tanto en soleus 
como en EDL. Esta estimulación disminuye con la edad, observándose en 
soleus a los 8 meses y en EDL en animales de 24 meses. La RC sólo induce 
la mejora de la estimulación por leptina en soleus y en animales de 8 meses 
de edad. La activación de AMPKα conlleva la fosforilación de la ACC, lo que 







a su vez la acción de CPT-1b, enzima limitante del transporte de aciles-CoA a 
la mitocondria. De esta forma la leptina promueve la oxidación mitocondrial 
de AG (Long, YC et al., 2006; Steinberg, GR et al., 2009). Por consiguiente, 
la disminución con la edad de la estimulación de AMPKα por la acción directa 
de leptina in vivo puede explicar la acumulación intracelular de lípidos en el 
músculo observada en este trabajo. Conviene señalar que los animales de 24 
meses de edad también presentan resistencia central a la leptina (Scarpace, 
PJ et al., 2000; Fernández-Galaz, C et al., 2002), lo que contribuiría a reforzar 
la acumulación intracelular de lípidos en el músculo (Minokoshi, Y et al., 
2002). A la vista de estos datos puede postularse que la disminución de la 
acción directa de la leptina sobre el músculo es parcialmente responsable del 
desarrollo de la resistencia a insulina muscular con la edad.
La acción de leptina sobre el músculo estimula la fosforilación en tirosina 
de IRS-1, de forma independiente de la insulina, probablemente a través 
de la interacción de Jak2 con IRS-1 (Frühbeck, G, 2006). Este efecto sobre 
la fosforilación de IRS-1 es siempre inferior al inducido por insulina en las 
mismas condiciones. Los datos de este trabajo revelan que este efecto tambien 
disminuye con la edad en los dos músculos analizados siendo prácticamente 
inexistente en ratas de 24 meses de edad.
Por ultimo, nuestros datos demuestran que la leptina actuando sobre 
músculos aislados es capaz de estimular el transporte de glucosa de forma 
independiente de insulina. Este resultado fue anteriormente descrito en 
modelos experimentales similares (Ceddia, RB et al., 1999a; Yaspelkis, BB 
et al., 1999). Este efecto, al igual que la estimulacion de la fosforilación de 
IRS-1, es menor que el producido por insulina. El análisis de este efecto en 
los grupos de envejecimiento muestra un descenso de esta estimulación con 
la edad similar al mostrado en la fosforilacion de AMPKα y una recuperación 
tras a RC temprana exclusivamente en soleus. 
La pérdida de la capacidad de la leptina de estimular la fosforilación de AMPKα 
e IRS-1 y de estimular el transporte de glucosa en músculos de ratas de 
edad avanzada nos permite postular que existe una resistencia a la acción 
directa de leptina en el músculo con el envejecimiento. Esta resistencia a 
leptina puede esta causada por el aumento de la expresión de SOCS-3 en el 
músculo, sumado al descenso de la expresión de los mRNA del Ob-R, lo que 
coincidiría con el mecanismo propuesto anteriormente para la resistencia a 
leptina en el hipotálamo (Peralta, S et al., 2002). Sin embargo, en el músculo 
soleus la reducción de la acción de la leptina en la fosforilación de AMPKα y 
en la estimulación del transporte de glucosa ya es apreciable a los 8 meses 
de edad, cuando todavía no se observa un aumento de SOCS-3. Esto sugiere 
que otros factores, aparte del incremento de la expresión de SOCS-3, pueden 
estar implicados en provocar un descenso de la accion de la leptina. Uno de 
ellos podría ser la pérdida de la actividad de AMPKα con la edad, aunque 




La capacidad de leptina de estimular la fosforilación de IRS-1 y el transporte 
de glucosa sugiere la existencia de una relación causal entre estos dos efectos 
de un modo independiente a la acción de insulina (Fujii, N et al., 2006). Sin 
embargo, el aumento de la fosforilación en tirosina de IRS-1 no se traduce 
en un aumento de la fosforilación de Akt. Esto sugiere que deben existir 
diferencias en los residuos de tirosina fosforilados en IRS-1 en respuesta 
a cada hormona o que existe una distribución espacial diferencial de las 
moléculas de IRS-1 que se asocian al IRβ o al complejo Ob-Rb/Jak2 que 
impide el acceso de estas últimas a la estimulación de Akt. En cualquier caso, 
estos datos sugieren que la estimulación del transporte de glucosa por leptina 
es independiente de la actuación del eje IRS-1/Akt.
 Otro posible mecanismo para la estimulación por leptina del transporte 
de glucosa implica la activación de AMPK. Existen múltiples trabajos que 
demuestran que la contracción mecanica del músculo produce la exocitosis de 
GLUT-4 de forma independiente a la señalización de insulina (Tremblay, F et 
al., 2003). Un modelo propuesto asocia la activación de AMPK por el ejercicio, 
producido por el descenso de los nivles de ATP celulares, con la fosforilación 
de AS160 (Treebak, JT et al., 2006; Cartee, GD et al., 2007). Esto permitiría 
la exocitosis de GLUT-4 de forma independiente a la fosforilación de Akt. 
Nuestros resultados parecen sugerir que el efecto de la acción directa de 
leptina en la estimulación del transporte de glucosa podría estar mediado 
por la activación secuencial de AMPKα y AS160, ya que el descenso de la 
fosforilación de AMPKα a los 8 meses de edad en soleus coincide con el 
descenso del transporte de glucosa estimulado por leptina.
 Si se compara la acción directa de leptina sobre los dos tipos de músculos 
analizados se observa cómo el soleus se muestra más sensible a su acción, con 
un nivel de fosforilación de AMPKα más elevado y mayor cantidad de glucosa 
incorporada que el EDL. Estos resultados son coherentes con los primeros 
trabajos que estudiaron el efecto de leptina sobre el músculo esquelético 
(Minokoshi, Y et al., 2002), si bien estudios posteriores afirman que el EDL 
muestra una mayor sensibilidad a la acción ex vivo de leptina (Janovská, A 
et al., 2008). 
En conjunto, estos resultados permiten afirmar que la leptina, actuando 
directamente sobre el músculo esquelético, estimula la fosforilación de AMPK 
y de IRS-1 y e induce el transporte de glucosa de forma independiente de la 
insulina, proceso en el cual podría estar implicada en la activación de AMPKα. 
Igualmente puede afirmarse que el músculo esquelético desarrolla resistencia 
periférica a la leptina a partir de los 8 meses de edad en el soleus y a los 
24 meses de edad en el EDL. La resistencia a leptina en el músculo soleus 
puede revertirse mediante RC temprana, pero la RC tardia es ineficaz en este 







C. Efecto de altas dosis de leptina sobre la acción de insulina en el 
músculo esquelético.
Como se ha señalado anteriormente, el envejecimiento está asociado 
a un incremento de la adiposidad visceral y a la presencia en sangre de 
concentraciones elevadas de leptina, lo que parece ser una respuesta al 
desarrollo de resistencia central a la leptina. Esta situación podría ser 
especialmente favorable para que la acción directa de leptina sobre los tejidos 
periféricos predominara sobre sus efectos centrales. Aunque la acción central 
de leptina sobre el músculo induce un efecto sensibilizador a la insulina, poco 
se sabe sobre sus efectos directos. En este trabajo se ha explorado si, de 
un modo similar a lo observado en tejido adiposo (Pérez, C et al., 2004), la 
acción directa de leptina sobre el músculo puede causar la inhibición de la 
acción insulínica y ser, en parte, responsable del desarrollo de resistencia a 
insulina durante el envejecimiento.
Los datos mostrados en este trabajo indican que la acción de insulina sobre el 
músculo esquelético se ve alterada tras un tratamiento previo con dosis altas 
de leptina. Estos resultados confirman lo encontrado en trabajos publicados 
anteriormente utilizando modelos in vitro (Sweeney, G et al., 2001). Sin 
embargo, otos autores encontraron que la incubación con leptina de células de 
origen muscular L6 no altera el transporte de glucosa estimulado por insulina 
(Fürnsinn, C et al., 1998; Ranganathan, S et al., 1998). Estas diferencias 
podrían deberse a los diferentes tiempos de tratamiento con leptina empleados, 
o al uso de diferentes modelos experimentales. En nuestro estudio, utilizando 
condiciones in vivo que propician la acción directa de leptina sobre el músculo, 
y tratamientos ex vivo que garantizan la observación de una acción directa 
exclusivamente, hemos observado que el pretratamiento con leptina inhibe 
por una lado la activación por insulina de su señal temprana (fosforilación de 
IRβ y Akt) en soleus, y además disminuye los efectos de la hormona sobre el 
transporte de glucosa. En EDL de ratas de 3 meses de edad sólo se observa 
un ligero descenso del efecto de insulina sobre la fosforilación de IRβ tras el 
tratamiento con leptina, no observándose cambios en la fosforilación de Akt. 
Sin embargo, el transporte de glucosa si está afectado por el tratamiento 
previo con leptina lo que plantea la existencia de algún mecanismo diferencial 
entre los dos tipos musculares. Es de señalar que la acción de leptina sobre 
la fosforilación de IRβ estimulada por insulina en EDL en el grupo 8-RC no se 
observa, lo que está de acuerdo con la falta de recuperación de la sensibilidad 
a leptina en este músculo tras la RC temprana, descrita anteriormente.
 
Este efecto de la leptina se observa exclusivamente en los grupos 
experimentales en los que el músculo esquelético se muestra más sensible 
a la acción de insulina. Así, sólo observamos alteraciones significativas en la 
acción de la insulina en músculos de ratas de 3 meses de edad y en músculos 
de animales de 8 meses sometidos a RC. En el resto de los grupos no existen 
diferencias entre la acción de insulina con y sin pretratamiento con leptina 
probablemente debido al hecho de que la acción de insulina en dicho grupos 
se encuentra ya disminuida. Ese fenómeno también se observa en relación 
a la acción directa de leptina sobre adipocitos aislados de ratas de 24 meses 
(Pérez, C et al., 2004). 
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Respecto al mecanismo molecular responsable de ese efecto de leptina 
sobre la acción de insulina existen trabajos con modelos celulares en los 
que se describe la interacción de SOCS-3 con IR, la cual podria constituir un 
mecanismo inhibitorio de la fosforilación del receptor de insulina (Eguchi, M 
et al., 2007). Sin embargo, los músculos tratados con leptina in vivo durante 
20 minutos no mostraron un aumento de SOCS-3, por lo que resulta poco 
probable que éste sea el mecanismo implicado. No obstante, en animales 
de 24 meses de edad sometidos a una hiperleptinemia crónica durante el 
envejecimiento si se observan niveles elevados de SOCS-3, por lo que este 
mecanismo aunque no explica los efectos a corto plazo de leptina, si podría 
estar implicado en el mantenimiento de la resistencia a insulina en músculo a 
edades avanzadas, de un modo similar a lo observado previamente en tejido 
adiposo (Pérez, C et al., 2004). 
Otra posibilidad recae en la activación de proteínas con actividad fosfatasa, 
que desfosforilasen los residuos de tirosina de IRβ. La fosfatasa PTP-1B 
es conocida como un regulador negativo de la señalización de insulina por 
desfosforilación de IRβ y de IRS-1 (González-Rodríguez, A et al., 2010). 
Recientemente se ha descrito una nueva fosfatasa citosólica que podría estar 
modulando el nivel de fosforilación de IRβ e IRS-1 y disminuyendo la acción 
de insulina en músculo esquelético, la PTPε (Aga-Mizrachi, S et al., 2007). 
Con los datos disponibles no es posible establecer su implicación en este 
efecto de leptina, lo cual requerirá nuevos estudios.
Mención aparte merece el comportamiento de la fosforilación de IRS-1 tras 
el pretratamiento con leptina. Al contrario de lo observado para IRβ y Akt, 
la leptina induce un incremento de la fosforilación de IRS-1 en respuesta a 
insulina, incremento que se observa en los dos músculos estudiados aunque sólo 
alcanza significatividad estadística en soleus. Otros trabajos han demostrado 
la interacción de SOCS-3 con IRS-1 en músculos de ratas alimentadas con 
dietas ricas en grasa (Yaspelkis, BB, 3rd et al., 2009), sugiriendo que este 
mecanismo participa en el desarrollo de la resistencia a insulina en músculo por 
inducción de la degradación mediada por ubiquitinación de IRS-1 (Rui, L et al., 
2002). Sin embargo, nuestros resultados no parecen apoyar estas hipótesis 
dado que el efecto del pretratamiento con leptina aumenta la fosforilación en 
tirosina de IRS-1 en vez de reducirla. La fosforilación observada en animales 
de 3 meses parece ser el resultado aditivo de los respectivos efectos de 
leptina e insulina individualmente considerados, mientras que en animales 
de 8 meses sometidos a restricción nutricional se produce un incremento 
de la fosforilación de IRS-1 superior al mero efecto aditivo. Con los datos 
disponibles resulta difícil explicar el efecto de leptina sobre la fosforilación 
de IRS-1 en respuesta a insulina. Dicha fosforilación no refleja el nivel de 
activación de IRβ ni mantiene una relación directa con el nivel de fosforilación 
de Akt. 
Estos hechos sugieren que no todas las moléculas de IRS-1 están implicadas 
en la transducción de la señal de insulina hasta Akt, aunque no es posible 
determinar si entre aquéllas que lo están se produce una disminución de la 
fosforilación en tirosina como resultado del pretratamiento con leptina. Puede 
especularse con la existencia de una compartimentación de las moléculas 







respectivamente, siendo estas últimas las únicas que transmitirían su señal 
hasta Akt. Este hecho no excluye que la leptina, mediante la activación de 
alguna de sus vías de señalización no tenga acceso a la inhibición de la señal 
de insulina a nivel de su receptor.
En conjunto, estos resultados muestran como la presencia de una dosis alta 
de leptina actuando sobre el músculo esquelético puede alterar la correcta 
acción de insulina sobre este tejido, produciendo cambios en la señalización 
intracelular y en el transporte de glucosa inducido por insulina. 
D. Papel de p38 en el efecto de leptina sobre la estimulación por 
insulina del transporte de glucosa.
Varios grupos de investigación han demostrado que la acción de insulina 
sobre el músculo esquelético está asociada a la activación de p38 (Somwar, R 
et al., 2000; Macko, AR et al., 2008). Esta proteína, del tipo MAPK, responde 
a diferentes señales de stress celular, aunque se desconoce cuál es el 
mecanismo celular que produce su activación tras la unión de la insulina a 
su receptor. Por otro lado, se ha descrito su participación en el proceso de 
captura de glucosa inducida por insulina a través de GLUT4, en el que su 
estimulación es necesaria para la correcta activación de GLUT-4, aunque no 
para la translocación del transportador a la membrana plasmática. (Somwar, 
R et al., 2001a). De esta forma se postuló que el mecanismo de excitosis de 
GLUT4 constaría de dos procesos que requeririan la regulación temporal de 
dos vías de señalización diferentes. Independientemente del papel de p38 
en la estimulación del transporte de glucosa por insulina, los resultados de 
este trabajo revelan que el tratamiento in vivo promueve la fosforilación de 
p38. Este efecto está presente en ambos músculos y en ambos se oberva 
un descenso significativo de su fosforilación en respuesta a insulina a los 24 
meses de edad. 
Los datos de este estudio ponen de manifiesto que el tratamiento in vivo con 
leptina produce una disminución de la fosforilación de p38 por debajo del 
nivel basal presente en los músculos de rata Wistar. Este resultado es opuesto 
al descrito para células humanas mononucleares en las que el tratamiento 
con leptina aumenta de la fosforilación de p38 (van den Brink, GR et al., 
2000). Apenas existen trabajos que describan el efecto de leptina sobre p38. 
Algunos autores han descrito una posible relación indirecta entre leptina y p38 
a través de AMPK, sugiriendo que p38 estaría situada en un nivel inferior al 
de AMPK y siendo regulada de forma indirecta por la activación de esta última 
(Xi, X et al., 2001; Lemieux, K et al., 2003; Jing, M et al., 2008). No obstante 
otros trabajos han cuestionado esta posibilidad (Ho, RC et al., 2007).
La inhibición por leptina de p38 descrita en este estudio no se ve modificada 
por el envejecimiento o la RC. Este hecho es contradictorio con los cambios 
observados en la acción de leptina. Cabe la posibilidad de que la inhibición de 
p38 sea especialmente sensible a leptina, siendo suficiente un nivel mínimo de 
señal para mantener la inhibición.
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Independientemente de los efectos sobre p38 causados por insulina y leptina, 
una observación realmente novedosa de este estudio es la constatación de 
que el pretratamiento con altas dosis de leptina bloquea la estimulación por 
insulina de la fosforilación de p38 tanto en soleus como en EDL. Al igual que lo 
observado en los efectos sobre la señal de insulina y el transporte de glucosa, 
el efecto inhibitorio de leptina sobre la estimulación de p38 por insulina sólo 
se aprecia en los grupos que presentan mayor sensibilidad a la insulina, 3-AL 
y 8-RC. La falta de efecto en los otros grupos debe ser consecuencia de la 
escasa señal de insulina en los mismos ya que el efecto inhibitorio de leptina 
no parece decrecer con la edad. 
La inhibición de la fosforilación de p38 por leptina tiene lugar, tanto en soleus 
como en EDL, en los que el transporte de glucosa inducido por insulina esta 
significativamente disminuido a causa del pretratamiento con leptina. Este 
resultado sugiere que la leptina podría modificar el transporte de glucosa 
estimulado por insulina principalmente mediante la inhibición de la fosforilación 
de p38. Este efecto sería complementario a la reducción de la fosforilación 
estimulada por insulina de IRβ y Akt. 
Los datos de este trabajo demuestran además que la inhibición de p38 mediante 
inhibidores específicos inhibe el transporte de glucosa estimulado por insulina 
en ambos músculos, de acuerdo a datos previamente publicados (Somwar, R 
et al., 2000; Somwar R, Perreault M. Diabetes 2000). Esta inhibición ha sido 
comprobada utilizando no sólo el inhibidor SB208035, cuya especificidad para 
inhibir p38 ha sido cuestionada (Antonescu, CN et al., 2005; Bazuine, M et al., 

















Modelo 1. Mecanismo celular propuesto para el efecto del pretratamiento 
con leptina sobre la acción de insulina en el músculo esquelético.
La acción directa de leptina, mediante dos mecanismos celulares desconocidos 
por el momento,  inhibe la fosforilación de IRβ y p38 estimulada por insulina. Esto 
provoca un descenso de la señalización de insulina y una inhibición del transporte 







En conjunto, estos resultados soportan la hipótesis de que dosis elevadas de 
leptina inhiben la acción de insulina en músculo, disminuyendo su señalización 
temprana así como la fosforilación de p38. Estos defectos en la acción de 
insulina se traducen en un descenso de la capacidad de la misma para inducir 
el transporte de glucosa en el músculo esquelético. La suma de estos efectos 
inhibitorios sobre la acción de insulina puede estar favoreciendo el desarrollo 
de la resistencia a insulina en este tejido con la edad.
E. Comparación de los efectos centrales y periféricos de altas dosis 
de leptina sobre la sensibilidad a insulina del músculo esquelético 
en ratas de 3 meses de edad.
En múltiples modelos experimentales se ha demostrado que la leptina, 
actuando a través de sus receptores en el hipotálamo, tiene una función 
sensibilizadora frente a la insulina en el músculo esquelético (Yaspelkis, BB et 
al., 1999; Dube, JJ et al., 2007; Roman, EA et al., 2009). Por otro lado, trabajos 
previos de nuestro grupo y otros han puesto de manifiesto que la leptina 
inhibe la acción de insulina en tejido adiposo actuando tanto centralmente 
como de un modo directo sobre el mismo (Muller, G et al., 1997; Ceddia, 
RB et al., 1998b; Pérez, C et al., 2004; Bonzón-Kulichenko, E et al., 2011). 
Puesto que el envejecimiento se asocia al desarrollo de resistencia central a 
leptina, puede postularse que la pérdida de su efecto sensibilizador podría ser 
parcialmente responsable de la aparición tardía de la resistencia a insulina 
en músculo. Sin embargo, los datos de este trabajo sugieren que la aparición 
de hiperleptinemia podría también contribuir a la pérdida de sensibilidad a la 
insulina por parte del músculo. Con objeto de comprobar en un mismo animal 
la existencia de este doble efecto de leptina, procedimos a la implantación 
icv de minibombas osmóticas cargadas con solución salina o con leptina, y 
analizamos posteriormente ex vivo la capacidad de la insulina de estimular 
la captura de glucosa en músculo. Nuestros datos muestran claramente que 
la leptina, a una dosis de 10 µg/día durante 7 días, reduce la ingesta y el 
peso corporal de los animales así tratados en relación a aquéllos que fueron 
infundidos con solución salina, en consonancia con datos propios y de otros 
grupos de investigación (Gallardo, N et al.,  2007; Pal, R et al., 2003; Berthou, 
F et al., 2011). Estos animales manifiestan un aumento de la sensibilidad a 
la insulina tanto global como en músculo que se refleja, por un lado, en la 
disminución significativa de la glucosa en sangre tras el ayuno nocturno, y por 
otro lado en la mayor captura de glucosa en respuesta a insulina en el músculo 
soleus si se compara con la estimulación observada en músculos procedentes 
de ratas infundidas con solución salina. Este efecto no se observó en EDL. 
Habida cuenta de que la mejora en la sensibilidad a insulina inducida por la 
leptina central está muy probablemente relacionada con su capacidad para 
estimular la oxidación muscular de ácidos grasos, las diferencias observadas 
entre soleus y EDL pueden explicarse por la disponibilidad de un contenido 
menor de AG en este último. 
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DISCUSIÓN
En contraste con los datos obtenidos tras el tratamiento central con leptina, la 
preincubación ex vivo con altas dosis de leptina anteriormente a la estimulación 
con insulina tiene como consecuencia la inhibición de la capacidad de insulina 
para estimular el transporte de glucosa. Este efecto se observa también si los 
músculos proceden de animales tratados centralmente con solución salina. 
Hay que señalar que todos estos cambios inducidos por el tratamiento directo 
con leptina ocurren exclusivamente en soleus mientras que el EDL se muestra 
una vez más insensible a la presencia de elevados niveles de leptina. Estas 
diferencias pueden basarse en el hecho de que EDL muestra de por sí una 
























Sensibilidad a insulina Leptina circulante
Resistencia central insulina Resistencia central leptina
Lípidos intramiocelulares
Interacción entre leptina e insulina
Modelo 2. Esquema de la interaccíon de leptina e insulina en el músculo 
esquelético durante el envejecimiento.
Durante el envejecimiento, el músculo esquelético sufre un descenso de su sen-
sibilidad a insulina. Este desarrollo de la resistencia a insulina puede estar pro-
vocado, al menos parcialmente, por los altos niveles de leptina circulante a partir 
de los 8 meses de edad (zona de interacción entre las hormonas, color naranja). 
Los niveles de leptina aumentan con la edad, posiblemente debido al incremento 
de la adiposidad y el posterior desarrollo de resistencia central a leptina. A partir 
de esta edad el músculo desarrolla también resistencia periférica a la leptina, y 
comienza a almacenar mayor cantidad de lípidos. Esto puede conllevar un proce-








 En resumen, los resultados de este trabajo demuestran que el músculo 
esquelético oxidativo presenta una respuesta diferenciada frente a los efectos 
de leptina dependiendo de si ésta actúa a través del SNC o de un modo 
directo sobre el tejido muscular. En el primer caso la leptina se comporta 
como una hormona que sensibiliza al músculo frente a la insulina mientras 
que en el segundo caso se manifiesta como un factor que contribuye a inhibir 
la acción insulínica. Dado que el proceso de envejecimiento va asociado a 
la presencia progresiva de resistencia central a la leptina e hiperleptinemia, 
puede postularse que en animales viejos los efectos directos deben prevalecer 
sobre la acción central de leptina y contribuir al desarrollo de la resistencia 
muscular a la insulina. Una cuestión que permanece por esclarecer es el 
mecanismo molecular de esta interacción negativa entre la acción de leptina 
e insulina. Con los datos disponibles puede afirmarse que la inhibición de p38 
causada por la leptina puede contribuir a disminuir el transporte de glucosa 
estimulado por insulina. Este efecto de leptina persiste en animales de 24 
meses de edad por lo que puede postularse que contribuye al mantenimiento 
del estado de resistencia a esta edad. Queda, no obstante, por esclarecer, el 
mecanismo molecular implicado en la inhibición de la señal temprana de la 
insulina. Los datos de este trabajo parecen descartar la implicación de SOCS-3 
en los efectos agudos analizados. Aun así, y dado que el nivel de SOCS-3 está 
incrementado en animales viejos, no puede descartarse que su incremento 
no esté desempeñando un papel inhibitorio de la señal insulínica en edades 
avanzadas. Finalmente, la pérdida de acción de leptina con la edad hace 
difícil pensar cómo podría estar funcionando este mecanismo de inhibición de 
la señal de insulina a edades avanzadas. Es probable que este efecto de la 
leptina sea un efecto inicial desencadenante de la resistencia. A medida que 
su acción disminuya, la falta de activación de AMPK y de la oxidación de AG 
podría ser el factor principal en el mantenimiento de la resistencia a insulina 











La acción de insulina sobre el músculo esquelético disminuye con el 1 
envejecimiento en la rata Wistar. Esta disminución se observa a los 
8 meses en fibras musculares de tipo I (soleus) y a los 24 meses en 
fibras de tipo IIa (EDL). El descenso en la acción de insulina se ve 
reflejado en la reducción de la fosforilación in vivo de las principales 
proteínas de la vía temprana de señalización de la insulina, así como 
de la capacidad de estimular el transporte de glucosa. La RC iniciada 
a edades tempranas es capaz de revertir la resistencia a insulina en el 
músculo. Sin embargo la RC tardía carece de efecto sobre la sensibilidad 
muscular a la insulina.
Las fibras musculares de tipo I son más sensibles a la acción de la insulina 2 
que las fibras de tipo IIa y presentan mayor capacidad para almacenar 
lípidos intracelulares. Existe una correlación entre los cambios en la 
presencia de lípidos en el músculo con la edad y la restricción calórica, 
y las variaciones en la sensibilidad a insulina.
El músculo esquelético desarrolla resistencia a la acción directa 3 
de la leptina con la edad. Dicha resistencia se manifiesta en una 
menor estimulación de la fosforilación de AMPK e IRS-1, así como 
del transporte de glucosa, en presencia de leptina. Esta resistencia 
se observa primeramente en músculos oxidativos y más tardíamente 
en los glucolíticos. A los 24 meses de edad ambos tipos musculares 
muestran un incremento en la expresión de SOCS-3.
La acción directa de leptina 4 in vivo inhibe la señal temprana de insulina 
en el músculo esquelético oxidativo de animales con alta sensibilidad 
a insulina. Igualmente, el tratamiento ex vivo con leptina disminuye el 
efecto estimulador de la insulina sobre el transporte de glucosa en el 
músculo esquelético.
La insulina estimula la fosforilación de p38, estimulación que disminuye 5 
con la edad. Por su parte, la leptina inhibe la fosforilación de p38, efecto 
que se conserva a edades avanzadas. El pretratamiento con leptina 
bloquea la estimulación de p38 por insulina. Además, el bloqueo de 
p38 mediante el uso de inhibidores específicos disminuye el efecto de 
insulina sobre el transporte de glucosa en músculo. Estos datos permiten 
postular que el efecto inhibitorio de leptina sobre la estimulación del 
transporte de glucosa por insulina se debe, al menos parcialmente, a su 
capacidad para inhibir la fosforilación de p38 estimulada por insulina.
El tratamiento central con altas dosis de leptina induce la sensibilización 6 
del músculo soleus a insulina, lo que se manifiesta en un incremento de 
la capacidad de la insulina para estimular el transporte de glucosa ex 
vivo. Por el contrario, el tratamiento ex vivo con altas dosis de leptina 
de músculos procedentes de animales estimulados icv con leptina, hace 
disminuir la capacidad sensibilizadora de la leptina central frente a la 
insulina. Estos datos permiten afirmar que la leptina modula de forma 
opuesta la acción de insulina en músculo en función de su actuación a 
nivel central o de un modo directo sobre el propio músculo.
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CONCLUSIÓN FINAL
 Los datos de este trabajo ponen de manifiesto que el músculo 
esquelético de la rata Wistar desarrolla resistencia a insulina y a leptina 
con el envejecimiento. Por otro lado, estos resultados revelan que la 
estimulación con altas dosis de leptina inhibe la acción de insulina en 
músculo tanto in vivo como ex vivo. Esta inhibición debe estar basada 
en, al menos, dos mecanismos moleculares diferentes, uno que afecta a 
la estimulación de la señal temprana de insulina, y otro implicado en la 
activación del transportador de glucosa GLUT4 y que está mediado por 
la acción sobre la p38. Este efecto de leptina tiene lugar mediante su 
acción de un modo directo sobre el músculo e independientemente de 
sus efectos centrales. Dado que la rata Wistar presenta hiperleptinemia 
a edades avanzadas así como resistencia central a leptina, cabe postular 
que el efecto aquí descrito puede resultar de capital importancia en el 
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Abstract: Aging in mammals associates with the development of peripheral insulin resistance. Additionally, adiposity 
usually increases with aging and this could play a relevant role in the gradual impairment of insulin action. In fact, fat ac-
cretion leads to changes in the expression and circulating concentrations of factors originated in adipose tissue like leptin, 
resistin and inflammatory cytokines which have been shown to modulate insulin signaling in insulin target tissues acting 
both, directly or through the central nervous system. Even insulin action on peripheral target tissues has been recently 
demonstrated to be partially mediated by its central action, suggesting that a decrease in central insulin action could be in-
volved in the development of peripheral insulin resistance. In the present review we analyze the available research data on 
aging-associated insulin resistance making emphasis in the following aspects: 1) The time-course of development of over-
all insulin resistance and the evolution of changes in circulating adipokines; 2) The effect of caloric restriction and the de-
crease of adiposity in insulin action; 3) The influence of changes in the central action of factors like leptin or insulin in the 
development and maintenance of insulin resistance during aging. 
Keywords: ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? 
INTRODUCTION 
 It is now well established that aging in humans and ro-
dents is associated to a moderate decrease in insulin sensitiv-
ity [1-7]. Additionally, aging also associates with changes in 
body composition that result in fat mass accretion. Since 
obesity is known to cause the development of insulin resis-
tance, it can be postulated that changes in body fat, and not 
aging by itself, could be the cause of decreased insulin sensi-
tivity in aged humans and rodents. Nevertheless, several re-
ports have shown that decreased insulin sensitivity occurs in 
non-obese elderly humans [2,8] whereas other studies con-
cluded that insulin resistance in the elderly derives from 
changes in body composition due to fat accumulation [9,10]. 
In Wistar rats the level of adiposity reached during aging 
remains well below that of obese animals as indicated by the 
moderate increase observed in obesity Lee index and percent 
of visceral fat if compared to that observed in obesity models 
such as Wistar diabetic fatty rats [11,12]. On the other hand, 
a report on F344/Brown Norway rats has shown that a dras-
tic removal of visceral fat in 15-month old animals keeps 
insulin sensitivity at levels similar to those of 2-month old 
rats, suggesting that visceral fat plays a prevalent role in the 
declining of insulin action with aging [13]. 
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 In order to gain a broad perspective of this issue it seems 
necessary to analyze the time course of changes in overall 
and tissue-specific insulin action. Since adipose tissue has 
been described as an endocrine organ secreting several adi-
pokines involved in the regulation of metabolism [14,15], the 
study of variations of circulating concentrations of these fac-
tors with aging and the influence of caloric restriction might 
add also valuable information on this issue. During the last 
years a role of central insulin [16] and leptin [17,18] action 
on peripheral metabolism has been demonstrated. Therefore, 
changes at the level of CNS need likely to be considered to 
explain the development of insulin resistance. 
DEVELOPMENT OF OVERALL INSULIN RESIS-
TANCE: ROLE OF INSULIN TARGET TISSUES 
 Many studies in humans using the glucose tolerance test 
or the euglycemic-hyperinsulinemic clamp approach have 
clearly demonstrated that aging associates with the presence 
of glucose intolerance caused by the development of periph-
eral insulin resistance [1-3, 8,19], and similar data have been 
obtained in rodents [4-7]. In order to analyze changes in in-
sulin sensitivity of primary character it is important to study 
aged individuals without overt diabetes or altered glucose 
homeostasis. We have investigated the development of insu-
lin resistance with aging in Wistar rats by comparing mature 
3-month old animals with aged rats up to the age of 24 
months. Old animals show normoglycemia and normoinsu-
linemia after overnight fasting indicating that they are still 
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SUMMARY
1. Inhibitors of intestinal glucosidases have been shown to
improve glycaemic control in diabetic and obese humans and
animals. In the present study, we have investigated the effect of
3 months treatment with acarbose on adiposity, food intake and
the modulation of hypothalamic neuropeptide Y (NPY) in obese
diabetic Wistar (WDF) rats and the possible correlation between
changes in overall insulin sensitivity and the level of circulating
adipokines, leptin and adiponectin. In addition, we investigated
the effect of acarbose on adipocyte insulin signalling.
2. Mature male WDF rats were randomly distributed to
one of three treatment groups (no acarbose or 20 or 40 mg of
acarbose/100 g diet). After 3 months, blood glucose, cholesterol,
triglyceride, insulin, leptin and adiponectin were analysed.
Insulin signalling was determined in isolated adipocytes as the
stimulation of mitogen-activated protein kinase (MAPK) and Akt
phosphorylation; the level of hypothalamic NPY was assessed by
immunohistochemistry.
3. Acarbose-treated rats had lower levels of blood glucose,
cholesterol, triglyceride, insulin and leptin and an increase in
adiponectin compared with untreated animals. There were no
changes in bodyweight and adiposity. Stimulation of adipocyte
MAPK activity by insulin was higher in rats treated with both
doses of acarbose, whereas higher stimulation of Akt phospho-
rylation was observed with the highest dose of acarbose.
Although food intake was not significantly reduced in rats
treated with acarbose, the acarbose-treated rats had lower NPY
expression in the arcuate nucleus.
4. We conclude that the improvement in overall insulin
sensitivity in WDF rats after prolonged acarbose treatment is
paralleled by increases in circulating adiponectin and adipocyte
insulin responsiveness. Acarbose neither decreases food intake
nor reverts obesity, but decreases leptin levels and the expression
of the orexigenic NPY in the hypothalamus.
Key words: acarbose, adiponectin, insulin signalling, leptin,
neuropeptide Y, obesity.
INTRODUCTION
Acarbose is a complex oligosaccharide of microbial origin that binds
competitively to the a-glucosidases at the brush border of the small
intestine, thus delaying the breakdown of sucrose, starch and com-
plex carbohydrates and the absorption of glucose and fructose. It has
proven efficacious in reducing post-prandial increases in glucose and
insulin.1–3 Several clinical trials have shown the efficacy of acarbose
in improving glycaemic control in obese hypertensive subjects with
normal glucose tolerance4 and in individuals with either impaired
glucose tolerance5,6 or overt diabetes.7–13 However, with regard to the
effect of acarbose on overall insulin sensitivity, controversial data
have been reported. Thus, an improvement of insulin sensitivity has
been observed in obese4 and glucose-intolerant5 subjects, as well as
in elderly10 and obese14 type 2 diabetics, whereas no changes have
been reported in most studies with diabetic patients.7–9,12
Changes in insulin action at the tissue level in response to
prolonged administration of acarbose have been studied in obese
mice and rats. Administration of acarbose over a period of 4 months
to mice made obese by gold-thioglucose treatment did not result in
any improvement of isolated soleus muscle insulin sensitivity,
despite an effect on bodyweight and glycaemic control.15 In obese
Zucker rats, treatment with acarbose for a period of 12 weeks results
in marked improvement of glucose tolerance, overall insulin
sensitivity and insulin action on glucose transporter (GLUT)-4
translocation to the plasma membrane in soleus and cardiac muscle.16
In obese diabetic Wistar (WDF) rats, we have reported previously
that chronic treatment with acarbose improves glycaemic and lipidic
control and ameliorates overall insulin sensitivity.17
In addition to its effects on glycaemic control and insulin sensi-
tivity, acarbose treatment has been reported to decrease bodyweight
in obese rats16,17 and mice,15 as well as circulating leptin in both lean
and obese Zucker rats.16 Leptin is mainly produced by the adipose
tissue and we have recently reported that hyperleptinaemia impairs
insulin signalling in rat isolated adipocytes.18 Because the insulin
resistance of adipose tissue appears to play a key role in the development
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of overall insulin resistance,19 we hypothesize that acarbose treatment
may result in an improvement of insulin signalling in adipose cells.
In the present study, we investigated whether administration of
acarbose over a period of 3 months to mature WDF rats improves
insulin signalling in adipocytes. In addition, we explored the effect
of acarbose on leptin and adiponectin levels, adiposity, food intake
and on the hypothalamic expression of the orexigenic neuropeptide




Male Wistar diabetic fatty rats (Vc : WDF/Ta-fa) were obtained from the
Vassar College (Poughkeepsie, NY, USA). The origin of this strain, developed
by crossing the genetically obese Zucker rat with the carbohydrate intolerant
lean Wistar Kyoto rat, has been described previously.17,20 The strain represents
an adequate model of mild type 2 diabetes with associated obesity. Animals
were housed in groups of four to five rats under a 12 h light–dark cycle. Animals
were handled according to the European Union laws and the guidelines of
the National Institutes of Health (USA) and the experimental procedures
were approved by the Institutional Committee of Research Ethics.
Acarbose treatment
In total, 27 mature animals, 15–17 weeks of age, were randomly distributed
into three groups. Each group was fed for a period of 3 months with standard
laboratory chow containing either no acarbose or 20 or 40 mg acarbose/100 g
diet. For each animal, daily food intake was determined over a period of 7
days before starting acarbose treatment as the daily difference between the
amount of food provided and that remaining. This allows assessment of
the actual dose of acarbose for each rat. Mean acarbose doses were
9.0 ± 0.3 mg/kg bodyweight per day for rats fed chow containing 20 mg
acarbose/100 g diet and 17.9 ± 0.8 mg/kg bodyweight per day for rats on
the diet containing 40 mg acarbose/100 g diet. Blood samples were taken
from overnight-fasted animals to determine glucose and insulin. Table 1 shows
the characteristics of the three treatment groups before the administration
of acarbose.
Isolation of adipocytes and assessment of 
mitogen-activated protein kinase activity and 
phosphorylated Akt
After 3 months treatment without or with acarbose, rats were killed under
tribromoethanol anaesthesia (250 mg/100 g bodyweight) and visceral fat was
removed and weighed to assess adiposity.
Adipocytes were isolated from perirenal fat by the collagenase method,
as reported previously,18,21 and incubated for 5 min in the presence or absence
of 16 nmol/L porcine insulin or 1 mmol/L Na3VO4.
22 Following incubation,
cytosolic extracts were obtained as reported previously.21,22 For the determi-
nation of mitogen-activated protein kinase (MAPK) activity, approximately
500 mg cytosolic protein was immunoprecipitated with anti-MAPK 1/2
antibodies (UBI, Lake Placid, NY, USA) according to the manufacturer’s
instructions; immunoprecipitates were incubated for 20 min with 0.5 mg/mL
myelin basic protein (MBP) and 50 mmol/L [g-32P]-ATP and phospho-
MBP was resolved on 12% sodium dodecyl sulphate–polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), visualized by autoradiography and quantified
by scanning densitometry.22
Phosphorylation of Akt was determined in cytosolic extracts as reported
previously.23 Equal amounts of proteins were resolved on a 10% SDS-PAGE
gel under reducing conditions, transferred to nitrocellulose and incubated
overnight at 4∞C with monoclonal anti-phosphorylated (p)-Akt (Ser473;
Cell Signalling Technology, Beverley, MA, USA). Detection of antigen-bound
antibody was performed by incubating the blots with horse anti-mouse
peroxidase-conjugated IgG (dilution 1 : 5000; Vector, Burlingame, CA,
USA) and the immunolebelled bands were visualized by the enhanced
chemiluminescence (ECL) method (Amersham Biosciences Europe,
Barcelona, Spain).
Immunohistochemical detection of hypothalamic NPY
Coronal sections (40 mm) of the hypothalamus from rats cardially perfused
and fixed with 4% paraformaldehyde in phosphate buffer, pH 7.4, were
treated to block endogenous peroxidase with 1% H2O2 in phosphate-buffered
saline (PBS) and incubated for 48 h at 4∞C with rabbit anti-NPY antiserum
(Peninsula Laboratories, Belmont, CA, USA; dilution 1 : 1000) in PBS con-
taining 0.3% Triton-X 100 and 1% gelatin. Sections were processed according
to the immunoperoxidase procedure and mounted as described previously.24
Image analysis was performed using the SQ500 program (Leika, Solms,
Germany). Digital black and white photographs of similar levels of arcuate
nucleus were used for measurements. Binary grey detection over a selected
grey level allowed measurement of the area covered by the binary selection.
The grey level was chosen in advance, on the basis of good resolution of the
area from a random section. In each image, this level was corrected using
the mean level of grey of the clearest background area. Images from high-
and low-power resolution micrographs (¥10 and ¥40, respectively) belonging
to two coronal sections 480 mm apart from the arcuate nucleus were used
for analysis in each animal. Five untreated animals and six animals treated
with each dose of acarbose were used for analysis.
Other determinations
During the 3rd month of treatment, food intake was assessed as described
above. For each rat, seven determinations were made and the mean was con-
sidered as the individual daily food intake. Actual doses of acarbose derived
from those data were 8.8 ± 0.1 and 16.8 ± 0.8 mg/kg bodyweight per day for
rats treated with diet containing 20 and 40 mg acarbose/100 g, respectively,
which was not significantly different from values at the beginning of the trial.
Blood glucose and cholesterol were determined using a glucose and
cholesterol analyser (Accutrend; Roche, Mannheim, Germany). Serum insulin,
leptin and adiponectin were determined using rat radioimmunoassay
kits from Linco Research (St Charles, MO, USA). Serum triglyceride was
measured with an enzymatic kit (ITC Diagnostics, Izasa, Spain).
Adiposity and the obesity Lee index were calculated as described
previously.25
Statistical analysis
Statistical comparisons were made by one-way analysis of variance (anova)
using Prophet software (BNN Systems and Technologies, Cambridge, MA,
USA). When significant differences were found, Duncan’s post hoc test for
multiple comparisons was used.
Table 1 Baseline characteristics of the three groups
Acarbose (mg/100 g diet) P  
(anova)
0 20 40
Age (weeks) 15.3 ± 0.5 15.4 ± 0.4 16.2 ± 0.4 0.5036
Bodyweight (g) 524 ± 22 526 ± 19 536 ± 25 0.9169
Blood glucose (mg/dL) 221 ± 16 250 ± 14 236 ± 16 0.4271
Serum insulin (ng/mL) 3.6 ± 0.2 3.1 ± 1.1 2.7 ± 0.8 0.7468
Data are mean±SEM of eight to nine animals per group.
Rats were randomly distributed into three groups of similar age.
Bodyweight and fasting blood glucose and serum insulin concentrations were
estimated as described in the Methods.
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RESULTS
All animals showed increased bodyweight after 3 months, regardless
of the treatment group to which they had been assigned (Tables 1,2).
Treatment with the two different doses of acarbose did not result in
a lower bodyweight gain than that observed in the control group
(Table 2). In agreement with our previous report,17 after 3 months,
in the absence of acarbose, WDF rats showed a slightly lower fasting
blood glucose concentration and a marked increase in serum insulin,
suggesting that they had developed insulin resistance (Tables 1,2).
In contrast, in both groups of rats treated with acarbose, fasting blood
glucose decreased and the increment in serum insulin was lower than
that observed in control rats (Tables 1,2). Table 2 also shows that
acarbose treatment with the two doses results in significantly lower
blood glucose concentrations in the presence of lower serum insulin
levels than in the control group, indicating an improvement of
glycaemic control and a higher insulin sensitivity compared with the
control group.
Acarbose treatment also resulted in lower levels of serum
triglyceride and cholesterol. Both doses of acarbose were effective
in decreasing serum triglyceride levels (Table 2), whereas untreated
rats showed triglyceride concentrations similar to those reported
previously for WDF rats.17 With regard to cholesterol levels, acarbose
was effective in keeping the cholesterol concentration at a level
similar to that characteristic of WDF rats aged 4 months.17 Neverthe-
less, only at the highest dose of acarbose was a significant effect
observed (Table 2).
Table 2 also shows that treatment with both doses of acarbose
resulted in lower concentrations of circulating leptin and an increase
in the level of serum adiponectin. These changes were not associated
with significant variations in the amount of visceral fat, as indicated
by the similar adiposity index observed in all three groups of rats
(Table 2). Furthermore, the obesity Lee index was not modified by
the administration of acarbose and no significant effect of the drug
on daily food intake was observed (Table 2).
In order to test whether the effects of acarbose on glycaemic and
lipidic control, overall insulin sensitivity and leptin and adiponectin
serum concentrations are paralleled by changes in adipocyte insulin
signalling, we determined MAPK activity and phosphorylation of
Akt using saturating concentrations of insulin and vanadate in iso-
lated fat cells. Adipocytes from animals not fed acarbose showed
poor stimulation by insulin of both MAPK activity (Fig. 1) and Akt
phosphorylation (Fig. 2), in agreement with previous observations
in other models of insulin resistance.22,23 The administration of
acarbose at the two doses significantly increased the effect of insulin
on adipocyte MAPK activity (up to approximately 1.7-fold; Fig. 1b).
In contrast, the effect of insulin on Akt phosphorylation increased
up to 2.5-fold, but this effect was only observed with the highest dose
of acarbose (Fig. 2b). Figure 1 also shows that the insulin-mimetic
Table 2 Characteristics of the animals after treatment with acarbose during
3 months
Acarbose (mg/100 g diet) P 
(anova)
0 20 40
Bodyweight (g) 645 ± 19 638 ± 19 655 ± 17 0.817
Blood glucose (mg/dL) 194 ± 10 163 ± 10* 156 ± 5* 0.018
Serum insulin (ng/mL) 7.4 ± 1.0 5.7 ± 0.7 4.6 ± 0.1* 0.039
Serum leptin (ng/mL) 127 ± 12 89 ± 5* 93 ± 4* 0.005
Serum adiponectin 
(mg/mL)
3.1 ± 0.1 3.8 ± 0.2* 3.9 ± 0.2* 0.048
Adiposity index (%) 11.2 ± 0.7 9.9 ± 0.4 10.8 ± 0.7 0.425
Obesity Lee index 347 ± 4 352 ± 3 352 ± 3 0.551
Daily food intake (g) 29.0 ± 0.6 28.1 ± 0.6 27.3 ± 0.8 0.252
Total cholesterol (mg/dL) 262 ± 13 255 ± 10 220 ± 7* 0.030
Serum triglyceride 
(mg/dL)
222 ± 13 164 ± 12* 130 ± 13* 0.021
Data are mean±SEM of eight to nine animals per group. *P < 0.05
compared with acarbose-untreated animals.
Rats were fed ad libitum for 3 months with standard laboratory chow
containing an amount of acarbose as indicated. During the last two weeks
of treatment food intake was assessed as indicated in Methods. At the end
of the treatment, fasting blood glucose and cholesterol were determined and
serum samples were obtained for the determination of insulin, triglyceride,
leptin and adiponectin, as described in the Methods. Visceral fat was weighed to
estimate adiposity and naso–anal length was measured to evaluate the Lee index. Fig. 1 Effect of acarbose on adipocyte mitogen-activated protein kinase
(MAPK) stimulation by insulin and vanadate. Isolated adipocytes were
pre-incubated for 5 min in the presence or absence of 16 nmol/L insulin or
1 mmol/L vanadate. Phosphorylation of myelin basic protein (MBP) by
anti-MAPK immunoprecipitates from cytosolic extracts was determined as
described in the Methods. (a) Phosphorylation of MBP. A representative
autoradiogram from five separate experiments is shown. (b) Phosphate
incorporation into MBP was quantified by scanning densitometry of the
autoradiograms. Data show the fold stimulation of MBP phosphorylation by
insulin (!) or vanadate (") and are expressed as the mean±SEM. Using
anova, a significant effect of acarbose on insulin stimulation was found
(P = 0.005). *P < 0.05 compared with the effect of insulin at the same dose
of acarbose; †P < 0.01 compared with the effect of insulin in adipocytes from
rats not treated with acarbose.
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agent vanadate elicited a slightly, albeit significant, higher effect than
insulin on MAPK activity (greater than twofold) and this effect is
observed in adipose cells from animals treated either without or
with acarbose. With regard to the phosphorylation of Akt, vanadate
elicited a 2.3–2.8-fold stimulation in rats treated without or with
acarbose, this effect being similar to that of insulin in animals only
fed the highest dose of acarbose (Fig. 2).
In order to test whether the observed changes in plasma leptin in
the absence of changes in adiposity and daily food intake may be
the result of an improvement of hypothalamic leptin sensitivity
following acarbose treatment, we analysed the presence of NPY in
the arcuate nucleus in the three groups of animals. Figure 3 shows
that 3 months treatment with two different doses of acarbose induced
a significant decrease in the amount of NPY in the arcuate nucleus.
DISCUSSION
Confirming our previous report on WDF rats,17 the data from the
present study show that 3 months of acarbose treatment induces a
decrease in fasting blood glucose and insulin concentrations,
indicating an improvement of glycaemic control and overall insulin
sensitivity compared with control, acarbose-untreated rats. More-
over, the data from the present study further indicate that acarbose
treatment contributes to decreases in the elevated hypertrig-
lyceridaemia of obese WDF rats.17 In addition, the data reported
herein show that the highest dose of acarbose prevents the
increase in total cholesterol, confirming its beneficial effect on
the lipid profile.
Changes in overall insulin sensitivity should reflect alterations in
insulin action in target tissues of the hormone. Previous work in
obese mice15 did not find changes in soleus muscle insulin sensitivity
after acarbose treatment. In contrast, in obese Zucker rats, 3 months
of acarbose treatment resulted in the normalization of insulin-
mediated Akt phosphorylation and GLUT-4 translocation to the
plasma membrane of soleus and cardiac muscle.16 The present results
indicate that, in WDF rats, treatment with acarbose for 3 months
induces the amelioration of insulin responsiveness of isolated
adipocytes, as indicated by the higher stimulation of MAPK activity
and Akt phosphorylation by insulin. With regard to MAPK activity,
this higher insulin stimulation is observed at the lowest dose of
acarbose used without a further increase at higher doses, whereas
for insulin-mediated Akt phosphorylation, a key step in the physio-
logical effects of insulin, higher stimulation is observed only at the
higher dose of acarbose used, indicating that the two signalling path-
ways show differential sensitivity to acarbose. The insulin-mimetic
vanadate stimulates MAPK activity and Akt phosphorylation in
adipocytes from rats that were not fed acarbose. Nevertheless, in con-
trast with the effects of insulin, the administration of the glucosidase
inhibitor does not result in a significant increase of the stimulatory
Fig. 2 Effect of acarbose on adipocyte Akt phosphorylation stimulation
by insulin and vanadate. Isolated adipocytes were pre-incubated for 5 min
in the presence or absence of 16 nmol/L insulin or 1 mmol/L vanadate.
Phosphorylation of Akt was determined in cytosolic extracts by western blot
with anti-phospho-Akt (Ser473)-specific antibodies, as described in the
Methods. (a) Representative immunoblot of phosphorylated (p)-Akt from
four to five separate experiments. (b) Scanning densitometry of the
immunoblots was used to quantify p-Akt. Data show the fold stimulation of
Akt phosphorylation by insulin (!) or vanadate (") and are expressed as
the mean±SEM. Using anova, a significant effect of acarbose on insulin
stimulation was found (P = 0.006). *P < 0.05 compared with the effect of
insulin at the same dose of acarbose; †P < 0.05 compared with the effect of
insulin in adipocytes from rats not treated with acarbose.
Fig. 3 Neuropeptide Y (NPY) immunoreactivity in arcuate nucleus. (a)
Representative frontal sections from animals treated with or without 20 and
40 mg acarbose/100 g diet. Immunoreactions were performed using a
polyclonal anti-NPY antiserum, as described in the Methods. The pattern was
reproduced in five to six rats per group. Images correspond to an original
magnification of ¥10. The squares on each image indicate the area used for
quantification. A control section stained with rabbit pre-immune serum was
analysed in each case (data not shown). (b) Neuropeptide Y expression was
quantified as described in the Methods. Data are expressed in arbitrary units
and are the mean±SEM of five to six rats per group. Using anova, a
significant effect of acarbose on NPY expression was found (P = 0.0016).
*P < 0.01 compared with acarbose-untreated animals.
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effect of vanadate either on MAPK activity or Akt phosphorylation.
Vanadate stimulates the insulin signalling pathway in adipocytes
increasing insulin receptor substrate-1-associated phosphatidylinositol
3-kinase activity, without inducing tyrosine phosphorylation and
subsequent activation of insulin receptor kinase.21,26 Thus, it can be
postulated that acarbose treatment increases the stimulation by
insulin at an early step of the insulin signalling cascade, probably
the autophosphorylation of the insulin receptor. In cells from animals
treated with 40 mg acarbose/100 g diet, the effect of insulin on Akt
phosphorylation was similar to that elicited by vanadate, indicating
that acarbose improves only an early insulin signalling step, upstream
of the point of convergence of the insulin and vanadate signalling
pathways. Interestingly, with regard to MAPK activity, the maximal
insulin effect remains lower than the effect of vanadate. Because
vanadate is an effective phosphatase inhibitor, it seems likely that
it may have an additional direct effect on MAPK activity by
inhibiting the dephosphorylation and inactivation of the MAPK
pathway. It should also be pointed out that the stimulation of MAPK
activity and Akt phosphorylation by insulin in adipose cells from
acarbose-treated rats is lower than that observed in insulin-stimulated
fat cells from 3-month-old Wistar rats,22,23 suggesting that acarbose
treatment only partially reverts the insulin resistance of adipocytes
from WDF rats.
Because adipose tissue seems to play a key role in the develop-
ment of insulin resistance,19 the effect of acarbose on adipocyte
insulin responsiveness could explain, at least in part, the observed
improvement in overall insulin sensitivity in WDF rats after 3
months of acarbose treatment. Nevertheless, acarbose is not able to
fully revert overall insulin resistance, as indicated by the still high
levels of circulating insulin, in agreement with the partial effect of
acarbose treatment on adipocyte insulin signalling.
The present data also show that acarbose treatment induces
changes in serum concentrations of leptin and adiponectin, two
adipokines that have been shown to modulate insulin sensitivity.27,28
The leptin concentration is extremely high in WDF rats, suggesting
the presence of leptin resistance. Acarbose treatment keeps the
serum concentration of leptin significantly lower than in untreated
rats, but leptin levels remain markedly higher than in 24-month-old
Wistar rats,29 which also show central leptin resistance.18,24 Even at
the leptin levels observed in acarbose-treated animals, we have
shown previously that isolated adipocytes become insulin resistant.18
Thus, it seems unlikely that the observed lower serum leptin con-
centration could, by itself, explain the improved insulin sensitivity
of adipocytes from acarbose-treated WDF rats.
Obesity and type 2 diabetes have been associated with low levels
of circulating adiponectin and a strong correlation between
adiponectin and overall insulin sensitivity has been well established.28
However, the concentration of adiponectin observed in WDF rats
is similar to that of lean 3-month-old Wistar rats,30 which show
normoglycaemia and normoinsulinaemia and are insulin sensitive.
Thus, the insulin resistance of WDF rats does not seem to be due
to hypoadiponectinaemia. Nevertheless, serum adiponectin increases
significantly in acarbose-treated WDF rats. Therefore, it can be
postulated that the improved insulin sensitivity observed in acarbose-
treated rats is the consequence, at least in part, of the increased
adiponectinaemia that promotes fat mobilization and oxidation in
liver and skeletal muscle.28 This is in agreement with our data on
decreased serum triglyceride and free fatty acids after 3 months of
acarbose treatment reported herein and previously.17
Adiponectin R1 and R2 receptors have been identified in white
adipose tissue, but their precise roles have not been elucidated.31
Therefore, it is not possible, at this moment, to allege that changes
in adipocyte insulin sensitivity after acarbose treatment are due to the
increased level of circulating adiponectin. Secretion of adiponectin
in 3T3-L1 adipocytes has been reported to be dependent on functional
insulin signalling.32 Thus, it is tempting to speculate that acarbose
induces higher adipocyte insulin signalling, which brings about
higher adiponectin secretion, leading, in turn, to better insulin action
in liver and skeletal muscle and to the improvement of overall insulin
sensitivity. Although weight reduction in humans has been reported
to parallel an increase in adiponectinaemia,33 the increase in serum
adiponectin after acarbose treatment reported herein is associated
with neither a decrease in bodyweight nor with changes in adiposity
and Lee obesity indices. This suggests that increases in adiponectin
may take place and lead to changes in insulin sensitivity without
associated changes in bodyweight.
As mentioned above, the present data show that acarbose treat-
ment elicits a decrease in serum leptin concentration in the absence
of a reduction in the amount of visceral fat compared with untreated
animals. This suggests that acarbose could improve central leptin
sensitivity. Here, we do not observe differences in bodyweight
between WDF rats treated or not treated with acarbose, although a
small, but non-significant, decrease in food intake was observed.
Nevertheless, a marked decrease in NPY levels in the arcuate nucleus
were found in acarbose-treated animals, despite lower circulating
leptin levels, a fact that indicates that leptin may suppress more
efficiently the expression of the orexigenic NPY. That the decrease
in hypothalamic NPY does not result in a significant decrease in food
intake suggests that other neuropeptides involved in the complex
mechanisms that regulate appetite are also modified following
acarbose treatment. Several reports have demonstrated that, in humans,
a-glucosidase inhibitors like voglibose,34 acarbose35 and miglitol36
promote a sustained enhancement of post-prandial glucagon-like
petide secretion, an incretin released from the lower gastrointestinal
tract that acts physiologically to mediate satiety at regulatory brain
centres by mechanisms that are not completely understood.37 Thus,
it remains possible that acarbose regulates central leptin action
and arcuate NPY expression in WDF rats through a mechanism
involving glucagon-like peptide (GLP)-1.
In summary, the data reported here show that prolonged admin-
istration of acarbose results in a partial amelioration of glycaemic
control and lipid profile and the increase of adipocyte insulin
responsiveness in WDF rats. Serum adiponectin also increases in
acarbose-treated animals, a fact that could be related to the higher
overall insulin sensitivity observed in these rats. In addition, we
report, for the first time, an effect of acarbose on NPY expression
in the hypothalamic arcuate nucleus, indicating that acarbose can
regulate the gut–brain cross-talk involved in the control of energy
homeostasis.
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Impaired Central Insulin Response in Aged Wistar Rats:
Role of Adiposity
Miriam Garcı´a-San Frutos, Teresa Ferna´ndez-Agullo´, Alain J. De Solı´s, Antonio Andre´s, Carmen Arribas,
Jose´ M. Carrascosa, and Manuel Ros
Facultad de Ciencias de la Salud (M.G.-S.F., T.F.-A., M.R.), Universidad Rey Juan Carlos, Alcorco´n, 28922 Madrid, Spain;
Centro de Biologı´a Molecular Severo Ochoa (A.J.D.S., J.M.C.), Universidad Auto´noma de Madrid-Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, Facultad de Ciencias, Universidad Auto´noma de Madrid, 28049 Madrid, Spain; and A´rea de
Bioquı´mica (A.A., C.A.), Centro Regional de Investigaciones Biome´dicas (CRIB), Facultad de Ciencias Quı´micas,
Universidad de Castilla-La Mancha, 13003 Ciudad Real, Spain
Insulin, like leptin, is considered as a lipostatic signal acting
at a central level. Aging and age-associated adiposity have
been related to the development of leptin resistance inWistar
rats. In the present article, hypothalamic insulin response
during aging has been studied inWistar rats. Thus, the effects
of intracerebroventricular infusion of insulin during a week
on food intake and bodyweight aswell as insulin signal trans-
duction after acute intracerebroventricular insulin adminis-
tration have been studied in 3-, 8-, and 24-month-old rats. To
explore the possible role of age-associated adiposity, these
experiments were also performed in 8- and 24-month-old rats
after 3 months of food restriction to reduce visceral adiposity
index to values below those of young animals. Intracerebro-
ventricular administration of insulin during aweekwasmore
efficient at reducing food intake and body weight in 3-month-
old rats than in 8- and 24-month-old rats. Hypothalamic insu-
lin-stimulated insulin receptor, GSK3, AKT, and p70S6K phos-
phorylation decreased with aging. Insulin receptor and IRS-2
phosphoserine was increased in 24-month-old rats. Food re-
striction improved both insulin responsiveness and insulin
signaling. These data suggest that Wistar rats develop hypo-
thalamic insulin resistance with aging. This can be explained
by alterations of the signal transduction pathway. The fact
that food restriction improves central insulin response and
signal transduction points to the age-associated adiposity as
a key player in the development of central insulin resistance.
(Endocrinology 148: 5238–5247, 2007)
WOODS ET AL. (1) demonstrated the ability of insulin,acting at a central level, to decrease food intake in
baboons and proposed a lipostatic role for this hormone. The
expression of its receptor and the different elements of its signal
transduction pathway in hypothalamic nuclei, the activation of
this machinery by insulin and the effects of central adminis-
tration of insulin on food intake and body weight in different
animal models are data that now clearly support its lipostatic
role acting at a central level (2). Insulin shares some of the
hypothalamic targets of leptin (3, 4), and there is evidence
concluding that these signals also share some signal transduc-
tion steps such as phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), sug-
gesting the existence of cross talk between them (2, 4, 5). The
effects of leptin at the central level on food intake and energy
balance seem to be more efficient than those of insulin. Nev-
ertheless, the data obtained in mice with a neuron-specific dis-
ruption of the IR gene, which present diet-sensitive obesity and
mild insulin resistance, among other alterations (6), clearly
demonstrates the importance of insulin as an energy balance
regulator, acting through the central nervous system. Thus, any
alteration in any of the multiple steps involved in insulin sig-
naling at the central level may have consequences in the control
of both glucose homeostasis and energy balance.
Wistar rats, like humans and other rodent models, present a
moderate increase in adiposity during aging and exhibit overall
insulin resistance in the absence of changes in fasting plasma
glucose and insulin concentrations (7, 8). Besides this peripheral
insulin resistance, these animals also present age-associated
central leptin resistance (9). A decrease in the expression of
leptin receptor in hypothalamic nuclei together with an increase
in suppressor of cytokine signaling-3 (SOCS-3) expression (9,
10) have been pointed out to be related with the above men-
tioned central leptin resistance associated with aging in these
animals (9). In the present article, we have studied whether
central insulin action is affected by aging in Wistar rats. The fact
that central leptin resistance associated with aging in these
animals is ameliorated by a food restriction protocol enough to
decrease adiposity index to values below those of young ani-
mals (9) also led us to investigate the effects of the same food
restriction protocol on central insulin action and the possible
role of age-associated adiposity.
Materials and Methods
Experimental animals
The 3-, 8-, and 24-month-old male Wistar rats from our in-house
colony (Centre of Molecular Biology, Madrid, Spain) were used through-
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Abbreviations: AKT, Protein kinase B/thymoma viral proto-onco-
gene; Foxo-1, forkhead transcription factor-1; GAPDH, glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase; GSK3, glycogen synthase kinase-3; icv,
intracerebroventricular; HOMA-IR, homeostasis model assessment for
insulin resistance; IR, insulin receptor; IRS-2, insulin receptor sub-
strate-2; mTOR, mammalian target of rapamycin; PI3K, phosphatidyl-
inositol 3-kinase; PIP3, phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate;
p70S6K, p70 ribosomal S6 kinase; PVDF, polyvinylidene difluoride;
SOCS-3, suppressor of cytokine signaling-3.
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genous 1,25(OH)2D3. In contrast, detrimental effect of atorvastatin on
insulin sensitivity was not abolished by concomitant administration of
exogenous vitamin D3 at doses which restored plasma 25(OH)D3 level
to values observed in the control group.
Conclusions: (1) pravastatin and atorvastatin have opposite effects on
vitamin D metabolites and insulin sensitivity, (2) pravastatin improves
insulin sensitivity by increasing 1,25(OH)2D3 concentration, (3) detri-
mental effect of atorvastatin on insulin sensitivity is independent of its
reducing inﬂuence on 25(OH)D3.
LEPTIN IMPAIRS INSULIN ACTION ACTING DIRECTLY ON
RAT SKELETAL MUSCLE
A.J. De Solis, P. Perez-Pardo, E. Bogonez, J.M. Carrascosa
Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (UAM-
CSIC), Madrid, Spain
Wistar rats develop whole body insulin resistance and hyperleptinemia
during ageing. Although leptin exerts an insulin-sensitizing effect on
muscle acting trough the hypothalamus, aged rats show central leptin
resistance. We speculate that elevated leptin could inhibit insulin
action acting directly on muscle in aged rats. To study that we ana-
lyzed insulin action in soleus muscle from 3-, 8- and 24-month old
Wistar rats fed ad libitum, and 8- and 24-month old rats under moder-
ate caloric restriction (CR) during three months. Here we determine:
1) in vivo insulin signalling after i.v injection and 2) insulin-dependent
2-deoxyglucose (2-DOG) uptake in isolated muscle strips. The effect
of leptin pre-treatment on insulin action was also explored.
Insulin-induced in vivo phosphorylation of IRbeta, IRS-1 and AKT,
and ex vivo 2-DOG uptake, decreases with ageing. Leptin induces
AMPK phosphorylation and 2-DOG uptake, but to a lesser extent
than insulin. These effects also show an age-dependent decrease. CR
restores the sensitivity to insulin and leptin in 8-month, but not in 24-
month, old animals. Pretreatment with leptin results in the inhibition
of insulin-dependent phosphorylation of IRbeta, IRS-1 and AKT, as
well as the stimulation of 2-DOG uptake in 3-month old and 8-month
old under CR animals.
These results show that high dose of leptin has a moderate effect over
the insulin signalling in vivo and could impair the glucose uptake.
These suggest that hyperleptinemia could impair insulin action on
soleus muscle and contribute to the development and maintenance of
insulin resistance in skeletal muscle at advanced age.
SYNERGISTIC INDUCTION OF INSULIN RESISTANCE BY
ENDOTHELIN-1 AND CYCLIC AMP IN 3T3-L1
ADIPOCYTES. INVOLVEMENT OF INTERLEUKIN-6
RELEASE AND HIGH GLUCOSE UPTAKE
J.C. Fong, S.-P. Chai
Institute of Biochemistry and Molecular Biology,
National Yang-Ming University, Taipei, Taiwan R.O.C.
We have previously demonstrated that endothelin-1 (ET-1) may stimu-
late interleukin-6 (IL-6) release from 3T3-L1 adipocytes, probably via
the same signaling pathway to induce glucose transporter GLUT1
expression. Since ET-1 and cAMP may act together to enhance
GLUT1 expression in a synergistic manner (Cellular Signalling (2004)
16, 811–821), and IL-6 is well-known for inducing insulin resistance,
we have further examined the combined effect of ET-1 and cAMP on
IL-6 release and insulin signaling in the present study. Our experimen-
tal data indicated that ET-1 and cAMP may induce both IL-6 release
and insulin resistance in a synergistic manner. IL-6 release seemed to
play an essential role, since inhibition of insulin-stimulated glucose
transport by ET-1 and cAMP was reversed in the presence of neutra-
lizing anti-IL-6 antibody. Further investigation showed that insulin
resistance induced by ET-1 and cAMP was ameliorated if glucose con-
centration in the incubation medium was changed from 25 mM to 5.5
mM, albeit IL-6 release was not altered. Taken together, we have
demonstrated that ET-1 and cAMP may act synergistically to induce
insulin resistance and both enhanced IL-6 release and glucose uptake
seem to be involved.
BAROREFLEX SENSITIVITY - INSULIN RESISTANCE
CROSS-TALKING BY MICROVASCULAR DYSFUNCTION,
POTENTIAL ROLE IN METABOLIC SYNDROME, WAYS OF
TREATMENT
J. Gmitrov1,2
1National Institute of Public Health, Tokyo, Japan,
2Pro Vitae Hospital, Gelnica, Slovak Republic
Objectives: Increasing evidence suggests impairment of arterial barore-
ﬂex cardiovascular regulation even in prediabetic conditions. We stu-
died baroreﬂex-mediated blood pressure (BP) buffering and
microcirculatory control after sinocarotid baroreceptor stimulation by
static magnetic ﬁeld (SMF) with regard to potential implementation in
metabolic syndrome.
Methods: Mean femoral artery BP, heart rate (HR), and ear lobe skin
microcirculatory blood ﬂow, measured by microphotoelectric plethys-
mogram (MPPG), were simultaneously recorded in rabbits sedated by
pentobarbital infusion (5 mg kg)1 hour)1) before and after a 40 min
local exposure of the sinocarotid baroreceptors to 350 mT intensity
SMF, generated by Nd-Fe-B alloy magnets (n = 14) or sham magnets
(n = 10, control series). Arterial baroreﬂex sensitivity (BRS) was esti-
mated from HR/BP response to i.v. bolus injections of nitroprusside
and phenylephrine.
Results: SMF induced a signiﬁcant decrease in phenylephrine DBP
ramps (-21.9%), which inversely correlated with signiﬁcant increase in
DBRS (r=0.47, P< 0.016). A positive correlation between SMF-
induced signiﬁcant increase in microcirculatory blood ﬂow DMPPG
and in DBRS (r = 0.66, P < 0.009) indicates baroreﬂex participation in
the microcirculatory control and its enhancement after SMF exposure.
Conclusion: Sinocarotid baroreceptor stimulation may be a potential
method how to improve dysregulation of the autonomic microcircula-
tory control, tissue perfusion, whole body insulin resistance, and insu-
lin resistance in brain, which in turn may reinforce the cross-talk
performance between central baroreﬂex microcirculatory control and
a vascular component of insulin resistance. The clustering of improved
microcirculatory control with enhanced BP buffering may counteract
metabolic syndrome, generating additional synergetic cardiovascular
beneﬁt.
REACTIVE OXYGEN SPECIES CAUSE HYPERTENSION IN
FRUCTOSE-FED RATS BY INDUCING NEURONAL INSULIN
RESISTANCE IN THE NUCLEUS TRACTUS SOLITARII
THROUGH ACTIVATED P38
C.-J. Tseng1, B.-R. Chen1, L.-P. Ger1, W.-Y. Ho2
1Department of Medical Education and Research,
Kaohsiung Veterans General Hospital, Kaohsiung,
Taiwan, 2Division of Nephrology, Zuoying Armed
Forces General Hospital, Kaohsiung, Taiwan R.O.C.
Insulin resistance was thought as the major etiology of hypertension
of the metabolic syndrome. Our previous study demonstrated that
insulin plays a cardiovascular regulatory role in the nucleus tractus
solitarii (NTS). Recently, it was reported that IRS1S307 phosphoryla-
tion inhibited normal insulin signal transduction and increased oxida-
tive stress, which raise the risk of diabetes mellitus and cardiovascular
diseases. The aims of this study are to investigate whether the neuro-
nal cells in the NTS will develop insulin resistance and induce hyper-
tension through active phosphorylation of p38MAPK by ROS in the
metabolic syndrome rats. In our study, Wistar-Kyoto (WKY) rats
were fed with 10% fructose water as their drinking water for 2 weeks.
Another group of fructose-fed WKY rats were fed with insulin sensiti-
zer, rosiglitazone, and antioxidant, Tempol, since the 2th week. These
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Interaction of leptin and insulin signalling in Wistar rat skeletal muscle: Role of 
aging and adiposity. 
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Wistar rats develop whole body insulin resistance and hyperleptinemia during aging. 
Although leptin exerts an insulin-sensitizing effect on skeletal muscle (SM) acting 
through the hypothalamus, aged rats show central leptin resistance. Since insulin action 
declines with aging, we speculate that hyperleptinemia could impair insulin action on 
SM as a result of a direct action on muscle. To study that, we analyze the insulin and 
leptin action on SM from 3-, 8- and 24-month old rats fed ad libitum and 8- and 24-
month old rats under moderate caloric restriction (CR) protocol during 3 months. Here 
we determine: 1) in vivo insulin signalling after i.v injection and 2) glucose uptake in 
isolated muscle strips. The effect of leptin pre-treatment was also analyzed.  
 
Insulin-induced in vivo phosphorylation of IRbeta, IRS-1 and AKT, and ex vivo glucose 
uptake decrease with ageing. Leptin induces AMPK phosphorylation and glucose 
uptake, but to a lesser extent than insulin. These effects also show an age-dependent 
decrease. CR restores the sensitivity to insulin and leptin in 8-month, but not in 24-
month old animals. Pretreatment with leptin results in the inhibition of insulin-
dependent phosphorylation of IRbeta, IRS-1 and AKT, and in the impairment of 
insulin-induced glucose uptake in 3-month old and 8-month old under CR animals. 
 
These results show that high dose of leptin has a moderate inhibitory effect over SM 
insulin signalling in vivo and could impair the insulin-induced glucose uptake. These 
suggest that hyperleptinemia could alter insulin action and contribute to the 
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ANALYSIS OF INSULIN SENSITIVITY IN P66SHCA KO MICE BY HYPERINSULINEMIC EUGLYCEMIC CLAMP
Sorice Gianpio2, Chiatamone Ranieri Sofia1, Muscogiuri Giovanna2, Pani Giovanni1, Giaccari Andrea2
1Institute Of General Pathology, Rome, Italy; 2Division Of Endocrinology, Rome, Italy
Emerging clinical and experimental evidences point to a major role of tissue oxidative stress in linking ageing and excess body weight with 
insulin resistance (IR); molecular mechanism underlying this connection are however still elusive. The signaling adaptor protein p66shcA 
promotes mitochondrial generation of oxidant species in several models of age-related disease, and p66KO mice live 30% longer than their 
WT littermates; thus, this molecule may represent a critical determinant of the intracellular redox-state imbalance associated with diabetes. 
We have previously shown that genetically obese, hyperinsulinemic (LepOb/Ob) mice lacking p66shcA are partially protected from glucose 
intolerance observed in their p66shcA proficient littermates (Chiatamone et al., submitted), demonstrating that p66shcA promotes IR in this 
setting. However, no major effects of p66shcA on glucose homeostasis were detected in normal, lean mice by standard ipGTT, (1g glucose/
Kg BW) and insulin tolerance test (0.75 U/Kg BW). Prompted by this discrepancy we have set up and performed hyperinsulinemic euglycemic 
clamp (18 mUI∙kg-1∙min-1) on lean mice of the two genotypes. This more reliable assay clearly demonstrated an enhanced insulin sensitivity 
in p66shcA-/- vs. WT mice (glucose infusion rates during the clamp ± SEM: respectively 161 mg∙kg-1∙min-1, ±35; 66 mg∙kg-1∙min-1,±4.4; 
p<0.02). In keeping with this finding, biochemical analysis of the insulin signalling pathway in the adipose tissue of p66shcA null mice 
demonstrated reduced serine phosphorylation (serine307 + serine636-639) of IRS-1, an hallmark of insulin desensitization. These findings 
confirm and extend our observation that p66shcA participates in the regulation of insulin action in an hyperinsulinemic setting, as it occurs 
in ageing-associated metabolic disorders including obesity and metabolic syndrome. While the possible connection between p66-dependent 
oxidative stress and IR needs to be further investigated, our data strongly encourage pharmacological research aimed at blocking the 
deleterious effect of the p66shcA protein to improve glucose homeostasis and prevent type 2 diabetes.
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DIRECT EFFECT OF HYPERLEPTINEMIA ON INSULIN ACTION IN WISTAR RAT SKELETAL MUSCLE
De Solis Alain J.1, Perez-Pardo Paula1, Bogonez Elena1, Carrascosa Jose M.1
1Centro Biologia Molecular Severo Ochoa (CBMSO), UAM-CSIC, Universidad Autonoma De Madrid (UAM), Madrid, Spain
Wistar rats develop hyperleptinemia and whole body insulin resistance during ageing. Here we study how hyperleptinemia influences 
directly insulin action on skeletal muscle (SM) during ageing and the effect of moderate caloric restriction (CR). Insulin action 
on oxidative (soleus) and non oxidative (EDL) SM was determined by analyzing: A) the insulin-induced 2-deoxyglyucose (2-DOG) 
uptake in isolated muscles; and B) muscle insulin signalling after i.v. injection of leptin plus insulin. Studies were carried out on 
3-, 8- and 24-months old rats fed ad libitum, and 8- and 24-months old animals after three months of CR. Insulin-induced 2-DOG 
uptake, phosphorylation of the insulin pathway (insulin receptor b, IRS-1, AKT) and p38MAPK phosphorylation decrease with ageing, 
mainly in soleus. Leptin also stimulates 2-DOG uptake and this effect decreases with ageing. However, leptin has no effect on the 
insulin pathway. CR restores ageing-associated effects on insulin and leptin signalling, but only in 8-month old rats. Pre-treatment 
with high doses of leptin decreases the insulin stimulation of 2-DOG uptake and the phosphorylation of the insulin pathway and 
p38MAPK in leptin sensitive muscles. These data indicate that leptin, acting directly in SM, might impair insulin action in contrast to 
its insulin-sensitizing effects elicited through the CNS. The results show that leptin has a moderate effect on the insulin-signalling 
pathway, and suggest that the blocking effect on insulin-induced glucose uptake could be mediated by the impairment of p38MAPK 
phosphorylation. We conclude that ageing-associated hyperleptinemia could contribute to the development of muscle insulin 
resistance.
P03.52 - Insulin signalling in peripheral tissues
PALMITATE INDUCES ER STRESS AND IMPAIRS INSULIN ACTION IN ISOLATED HUMAN SKELETAL MUSCLE
Skrobuk Paulina1, Kärkkäinen Johannes1, Koistinen Heikki A.1
1Department Of Medicine, Division Of Cardiology, Helsinki University Central Hospital And Minerva Research Institute, Helsinki, Finland
Obesity and high fat diet have been linked to insulin resistance, and may involve endoplasmic reticulum (ER) stress. Here, we studied 
the effect of acute palmitate exposure on insulin action on glucose transport (GT), glycogen synthesis, insulin signaling and ER 
stress. We studied 18 men (47±3 years, BMI 26.2±0.8 kg/m2, fP-gluk 5.5±0.1 mM). Open muscle biopsy was obtained from m. vastus 
lateralis, and small muscle strips were incubated for 4 h with or without (w/o) palmitate (1mM), and with or w/o insulin (1.2 nM). 
Insulin increased GT (in nmol/mg protein/20 min) 1.9-fold (from 0.6±0.05 to 1.2±0.1, p<0.001). With palmitate, basal GT tended to be 
increased (0.9±0.1, p=0.062), insulin-stimulated GT was unchanged (1.2±0.1), and insulin action on GT (insulin-stimulated minus basal) 
reduced by 49 % (p=0.068). Palmitate reduced insulin-stimulated glycogen synthesis 18 % (70±13 vs 85±15 nmol/g/h, p<0.02), but did 
not affect AKT-Ser473 or AS160-phosphorylation. When men were divided by BMI, insulin increased GT with palmitate in lean, but not 
in overweight men. Similarly, when analyzed by glucose tolerance, insulin increased GT with palmitate in men with normal glucose 
tolerance, but not in men with impaired fasting glucose (IFG). This palmitate-induced defect was associated with blunted insulin-
stimulated AS160-phosphorylation in muscle from IFG men. Palmitate induced ER stress (1.3-fold increased phosphorylation of eIF2α) 
in overweight but not in lean men. Thus, acute exposure to palmitate impairs insulin action in human muscle strips. This effect is 
more pronounced in men with overweight or IFG, and may involve activation of ER stress.
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pressure (SBP) measured in animals with anesthesia. The power of low-
frequency (LF) and high-frequency (HF) oscillations was automatically 
quantified with each spectral peak by computing the residuals. The closed-
loop baroreflex gain was estimated using the square root of the ratio 
between HR and SBP powers in the LF band (aLF). Compared with the age-
matched controls, the STZ-diabetic rats showed a significant decline in 
baroreflex gain, from 1.191±0.158 to 0.641±0.059 ms×mmHg-1 (P<0.005) 
and a fall in the LF-to-HF power ratio of the heart period (LF/HF), from 
1.524±0.194 to 0.323±0.050 (P<0.001). After exposure to benfotiamine, the 
diabetic animals exhibited a beneficial effect on the baroreceptor-HR reflex 
sensitivity, as evidenced by the increase of 62.2% in aLF (P<0.05). 
Meanwhile, benfotiamine prevented the diabetes-induced disturbance in 
sympatho-vagal balance of the heart control, as reflected in the rise of 
108.9% in LF/HF (P<0.05). We conclude that benfotiamine ameliorates the 




INVOLVEMENT OF MATRIX METALLOPROTEINASE-2 IN 
DOWN-REGULATION OF PIGMENT EPITHELIUM-DERIVED 
FACTOR IN EXPERIMENTAL DIABETIC NEPHROPATHY 
K. Fukami1, S.-I. Yamagishi2, Y. Takamiya1, S. Ueda1, Y. Kaida1, 
H. Tanaka1, S. Okuda1 
1Division of Nephrology, Department of Medicine, Kurume 
University School of Medicine, Kurume, Japan, 2Department of 
Pathophysiology and Therapeutics of Diabetic Vascular 
Complications, Kurume University School of Medicine, Kurume, 
Japan 
Background and aims: Pigment epithelium-derived factor (PEDF) has 
anti-oxidative and anti-inflammatory properties in diabetic nephropathy. 
Indeed, overexpression of PEDF was reported to alleviate microalbuminuria 
and reduce the production of an extracellular matrix protein in the diabetic 
kidney. Since PEDF is known to be a substrate for matrix 
metalloproteinnase-2 (MMP-2), we investigated the role of PEDF and 
MMP-2 system in diabetic nephropathy.  
 
Materials and methods: Nine wk-old Sprague-Dawley rats received 
intravenous injection of streptozotocin. After 16 weeks, MMP-2 
expressions in the glomeruli and urine were evaluated by zymography. 
PEDF expression in the kidney was evaluated by western blot analysis and 
immnohistochemistry.  
 
Results: Plasma level of glucose, HbA1c were increased by about 2-3-folds 
in diabetic rats, compared with non-diabetic control rats (plasma glucose; 
589+/-38 mg/dl, HbA1c; 8.8+/-0.3 % in diabetic rats). Zymography 
revealed that active MMP-2 expression in the glomeruli and urine were 
increased to about 4-5-folds in diabetic rats, which were associated with the 
elevation in urinary albumin excretion. PEDF expression in the glomeruli 
was down-regulated in experimental diabetes. Further, when proteins 
extracted from glomeruli of control rats were exposed to MMP-2, PEDF 
levels were found to be decreased in an MMP-2-dose-dependent manner.  
 
Conclusions: The present study demonstrated for the first time that MMP-2 
overexpression at early phase of diabetic nephropathy was involved in 
PEDF down-regulation in the diabetic kidney. Our observations suggest that 
restoration of PEDF via MMP-2 suppression may offer a promising strategy 
for halting the development and progression of diabetic nephropathy. 
 
 
THE PLASMA GLUCOSE LOWERING ACTION OF NTU-SLR-C 
IN NORMAL AND DIABETIC MICE 
C.T. Ruan1, S.H. Lam2, Y.C. Weng1, T.C. Chi3, S.S. Lee2,  
M.J. Su1 
1National Taiwan University, Department of Pharmacology, 
Taipei City, Taiwan, Republic of China, 2National Taiwan 
University, School of Pharmacy, Taipei City, Taiwan, Republic of 
China, 3Chang Jung Christian University, Graduate Institute of 
Medical Sciences, Tainan, Taiwan, Republic of China 
Aims: In this study, the antihyperglycemic principle of NTU-SLR-C 
isolated from a herbal plant was examined and compared with other 
antidiabetic agents in mice.  
 
Methods: 8 to 10-week-old male ICR, streptozotocin (STZ)-induced 
diabetic (IDDM) and diet-induced obese (NIDDM) mice were enrolled in 
the study. Mice were treated with single intraperitoneal (i.p.) injection of 
NTU-SLR-C (5mg/kg) or other active agents. Biochemical parameters such 
as blood glucose and plasma insulin were measured using the glucose 
oxidase method and insulin ELISA. The protein level of hepatic 
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) was determined using 
Western blotting analysis.  
 
Results: After 60-min injection, NTU-SLR-C decreased the plasma glucose 
concentrations in a dose-dependent manner from 0.1 to 5 mg/kg. The 
hypoglycemic actions of NTU-SLR-C in normal and NIDDM mice were 
associated with an increase of plasma insulin level; however, the insulin 
levels remained unchanged in IDDM mice. NTU-SLR-C attenuated the 
elevation of plasma glucose induced by an intraperitoneal glucose tolerance 
test (IPGTT) and increased glycogen synthesis. Moreover, elevated protein 
levels of PEPCK in liver from STZ-diabetic mice were reversed after 
treatment with NTU-SLR-C two times daily for seven days.  
 
Conclusion: Our study proved that the mechanisms contributing to the 
hypoglycemic effect of NTU-SLR-C include insulin-dependent and insulin-
independent pathway. Both the increase in the glucose utilization in 
peripheral tissue and the reduction in hepatic gluconeogenesis contribute to 
the lowering of plasma glucose. Thus, this compound may become a useful 
agent for the treatment of diabetic disorders.  
 
 
INTERACTION BETWEEN LEPTIN AND INSULIN IN SKELETAL 
MUSCLE DURING AGEING IN WISTAR RAT 
A.J. De Solis, J.M. Carrascosa 
Centro Biologia Molecular Severo Ochoa CBMSO (UAM-CISC), 
Dpto. Biologia Molecular. Univ. Autonoma de Madrid, Madrid, 
Spain 
Wistar rats develop adiposity, hiperleptinemia and whole body insulin 
resistance during ageing. Here we study how hiperleptinemia influences 
directly insulin action in skeletal muscle (SM) during ageing and the effect 
of moderate caloric restriction (CR). We determined the insulin effect (100 
nM, 20 min) on 2-deoxyglucose uptake in type I (soleus) and type IIa 
(EDL) isolated muscles pre-incubated with leptin (5 nM, 20 min). Studies 
were carried out on 3-, 8- and 24-month old rats fed ad libitum, and in 8- 
and 24-months old animals after three months of CR. 
 
Our results show that insulin-induced activation of 2-DOG uptake decreases 
with ageing in SM, mainly in soleus. The CR increases the insulin effect in 
8-month, but not in 24-month old rats. Leptin also stimulates the 2-DOG 
uptake but to a lesser extent than insulin. This effect decreases with ageing 
in soleus and is restored by CR in both 8- and 24-month old rats. 
 
Pre-treatment with leptin decreases the insulin stimulation of 2-DOG uptake 
only in leptin sensitive soleus from 3-month old animals and 8-month old 
rats after CR, but not in soleus from leptin resistant aged animals.  
 
These data indicate that leptin exerts direct effects on SM and these effects 
might impair insulin action in contrast to its insulin-sensitizing effects on 
SM elicited through the CNS. Development of hyperleptinemia during 
ageing leads to central leptin resistance. Thus, it is tempted to propose that 
leptin, acting directly on SM, could contribute to the insulin resistance of 
this tissue in old animals. 
 
 
 
 
 
 
